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DESCRIPCION
Vector de expresion de mamifero

La presente invencion se refiere a un vector de expresion de mamifero para expresar un polipéptido de interés asi como
a métodos para expresar un polipéptido de interés en una célula hospedadora de mamifero utilizando un vector respectivo
y células hospedadoras que comprenden dicho vector.

La capacidad para clonar y expresar péptidos y proteinas recombinantes en cantidades grandes ha cobrado cada vez
mayor importancia en los ultimos afios. La capacidad para purificar niveles altos de proteinas es importante en el campo
biotecnoldgico y farmacéutico humano, por ejemplo, para producir farmacos proteinicos asi como en el ambito de la
investigacion basica, por ejemplo, para cristalizar proteinas con el fin de poder determinar la estructura tridimensional.
Las proteinas que de otro modo son dificiles de obtener en cantidad se pueden sobreexpresar en una célula hospedadora,
y subsiguientemente aislar y purificar.

La eleccion de un sistema de expresion para la produccion de proteinas recombinantes depende de muchos factores, que
incluyen las caracteristicas de crecimiento celular, los niveles de expresion, la expresion intracelular y extracelular, las
modificaciones postraduccionales y la actividad biologica de la proteina de interés, asi como cuestiones normativas y
consideraciones econémicas en la produccién de proteinas terapéuticas. Las principales ventajas de las células de
mamifero frente a otros sistemas de expresion tales como bacterias o levadura son la capacidad para llevar a cabo un
plegamiento proteinico correcto, N-glucosilacion compleja y O-glucosilacién auténtica, asi como un amplio espectro de
otras modificaciones postraduccionales. Debido a las ventajas descritas, las células de mamifero son en la actualidad el
sistema de expresion preferido para producir proteinas terapéuticas complejas tales como anticuerpos monoclonales. El
primer paso en la generacion de un linea celular recombinante es la construccion de un vector de expresion. El vector de
expresion es el elemento clave para dirigir la expresion del gen heterélogo en la célula hospedadora y para proporcionar
marcadores de seleccion con el fin de generar la linea celular recombinante. Los elementos esenciales de los vectores
de expresion de mamifero normalmente incluyen un promotor constitutivo o inducible que dispone de actividad
transcripcional sdlida; sefiales de traduccién y procesamiento de ARNm optimizado que normalmente incluyen una
secuencia de Kozak, un coddn de terminacion de la traduccion, sefiales de escision y poliadenilacion de ARNm, asi como
sefales de corte y empalme de ARNm; un terminador de la transcripcion; marcadores de seleccidn para la preparacion
de lineas celulares estables y para la amplificacion de genes; un origen procariético de replicacién y marcadores de
seleccioén para la propagacion de vectores en bacterias.

En los ultimos afios, el objetivo principal de la investigacion se centraba en el disefio de vectores mejorados para la
expresion de genes en células de mamifero. A pesar de la multitud de vectores disponibles, sin embargo, la produccion
consistente de polipéptidos/proteinas en células de mamifero sigue representando un reto. Varios factores pueden afectar
a la expresion recombinante en células de mamifero, que incluyen la potencia del promotor, el contexto de la regién de
iniciacion de la traducciéon y no traducida 5', la eficiencia de la regién no traducida 3', para poliadenilar y terminar la
transcripcion, el sitio de insercidon del gen recombinante integrado aleatoriamente en el cromosoma hospedador y el
numero de copias integradas del gen que se esté expresando. Lo mas habitual es que los incrementos en el niUmero de
copias del gen se consigan mediante amplificacion génica utilizando lineas celulares deficientes en una enzima tal como
la dihidrofolato--reductasa (DHFR) o glutamina:-sintetasa (GS) junto con vectores de expresion que contienen genes que
codifican estas enzimas y agentes tales como metotrexato (MTX), que inhibe DHFR, y metionina sulfoxamina (MSX) que
inhibe GS. Utilizando vectores de expresion que contienen el gen recombinante bajo el control de un promotor potente y
genes que codifican DHFR o GS, se obtienen primero transfectantes DHFR* o GS*, respectivamente, y la amplificacion
génica se consigue entonces cultivando los transfectantes en concentraciones progresivamente mayores de MTX o MSX.

El documento W0O2004/050879 presenta un vector de expresion que comprende un casete de expresion bicistrénico que
comprende el promotor de ubiquitina/S27a de hamster para expresar el gen de interés y un gen indicador tal como GFP.
En el vector circular, el gen dhfr esta situado en 5' respecto al casete de expresion que comprende el gen que codifica el
polipéptido de interés y el gen indicador GFP.

El documento WO01/04306 presenta un vector de expresion que comprende un gen marcador seleccionable amplificable
tal como dhfr y un gen indicador, concretamente, GFP. Presenta un sistema de expresidn bicistronico en el que la
expresion del gen que codifica la proteina de interés esta ya sea ligada operativamente a la expresion del marcador
seleccionable amplificable o al gen indicador GFP.

Lin et al., «Expression efficiency of the human thrombomodulin-encoding gene in various vector and host systems» en
Gene, 147 (1994) 287 292 analiza el comportamiento de cinco vectores de expresién de mamifero que expresan
trombomodulina humana recombinante en células hospedadoras diferentes.
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El documento US 5.017.478 presenta plasmidos de expresidén eucaridticos que comprenden un casete de gen
seleccionable tal como dhfr y un casete génico que codifica el producto de interés, donde el casete de gen seleccionable
y el casete génico para expresar la proteina de interés estan dispuestos adyacentes uno respecto al otro en orientacion
transcripcional divergente y opuesta. El casete de gen seleccionable esta situado en 5' del casete génico para expresar
la proteina de interés. Un casete de gen marcador seleccionable adicional que codifica, p. €j., neo o higromicina, puede
estar situado en 3' del casete génico que codifica el producto de interés. A efectos de comparacion, se disefié un vector
de expresion pPA206, entre otros, en el que el casete de gen seleccionable que codifica dhfr, el casete génico que codifica
el producto de interés y el casete de gen seleccionable que codifica neo estan orientados en la misma direccion.

Es el objetivo de la presente invencion proporcionar un vector de expresion mejorado asi como un sistema de expresion
para expresar un polipéptido de interés en una célula de mamifero.

La presente invencion puede estar definida por las reivindicaciones adjuntas.

Por consiguiente, de acuerdo con la reivindicacion 1, se proporciona un acido nucleico de vector linealizado adecuado
para expresar al menos un polipéptido de interés en una célula de mamifero, que comprende

(a) al menos un casete de expresion (POIl) adecuado para expresar un polipéptido de interés, donde dicho casete de
expresion comprende el polinucleétido que codifica el polipéptido de interés y comprende al menos un promotor o
elemento promotor/potenciador;

(b) un casete de expresion (MSM) que comprende un gen marcador seleccionable de mamifero, donde dicho gen
marcador seleccionable de mamifero es un gen de resistencia a antibiético y donde dicho casete de expresion comprende
al menos un promotor o elemento promotor/potenciador;

(c) un casete de expresion (MASM) que comprende un gen marcador seleccionable, amplificable de mamifero, donde
dicho casete de expresion (MASM) comprende al memos un promotor o elemento promotor/potenciador; y

(d) un casete de expresion (PSM) que comprende un gen marcador seleccionable procariético;

donde el casete de expresion (POI) esta flanqueado en 5' por el casete de expresion (MASM), el casete de expresion
(MSM) esta situado en 3' respecto al casete de expresion (POIl) y el casete de expresion (PSM) esta situado en 3' del
casete de expresion (MSM), y donde los casetes de expresion (MASM), (POI) y (MSM) estan dispuestos en la misma
orientacion 5' a 3'.

También se da a conocer un acido nucleico de vector para expresar al menos un polipéptido de interés en una célula de
mamifero, que comprende

(a) al menos un casete de expresion (POI) para expresar un polipéptido de interés;
(b) un casete de expresién (MSM) que comprende un gen marcador seleccionable de mamifero;
(c) un casete de expresién (MASM) que comprende un gen marcador seleccionable, amplificable de mamifero;

donde el casete de expresion (POI) esta flanqueado en 5' por el casete de expresion (MASM), el casete de expresion
(MSM) esta situado en 3' respecto al casete de expresion (POI), y donde los casetes de expresion (MASM), (POI) y (MSM)
estan dispuestos en la misma orientacion 5' a 3'.

Un «&cido nucleico de vector» de acuerdo con la presente invencién es un polinucleétido que porta al menos un fragmento
de acido nucleico exdégeno. Un acido nucleico de vector funciona como un «portador molecular», suministrando
fragmentos de acidos nucleicos respectivamente polinucleétidos a un célula hospedadora. Comprende al menos un casete
de expresion que comprende secuencias reguladoras y codificantes. Un casete de expresién permite la expresion
apropiada de un polinucleétido incorporado. Los casetes de expresion decisivos para la presente invencién se describiran
subsiguientemente en mas detalle. Se pueden insertar polinucleétidos exdgenos, p. €j., que codifican el polipéptido de
interés, en los casetes de expresion del acido nucleico de vector con el fin de que se exprese. El acido nucleico de vector
de acuerdo con la presente invencién esta presente en forma linealizada. Dicho sitio puede ser, p. €j., un sitio de clonacion
multiple (MCS, por sus siglas en inglés).

El casete de expresion (POI) define el casete de expresién para expresar un polipéptido de interés (polypeptide of
interest). Dicho casete de expresion (POIl) comprende ya sea el polinucleétido que codifica el polipéptido de interés o
comprende un sitio adecuado para insertar un polinucleétido respectivo que codifica el polipéptido de interés.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2784926 T3

Un «polipéptido» se refiere a una molécula que comprende un polimero de aminoacidos unidos entre si por uno o mas
enlaces peptidicos. Los polipéptidos incluyen polipéptidos de cualquier longitud, que incluyen proteinas (por ejemplo, que
tienen mas de 50 aminoacidos) y péptidos (por ejemplo, que tienen 2-49 aminoacidos). Los polipéptidos incluyen proteinas
y/o péptidos de cualquier actividad o bioactividad. Mas adelante se exponen ejemplos adecuados.

El casete de expresion (MSM) define el casete de expresion que comprende un gen marcador seleccionable de mamifero
(mammalian selectable marker gene) que es un gen de resistencia a antibidtico. Los genes marcadores seleccionables
de mamifero permiten la seleccion de células hospedadoras de mamifero que comprenden dichos genes y, por tanto, de
células hospedadoras de mamifero que comprenden el vector. Mas adelante se describen ejemplos adecuados en detalle.

El casete de expresion (MASM) define el casete de expresion que comprende un gen marcador seleccionable, amplificable
de mamifero (mammalian amplifiable, selectable marker gene). Los genes marcadores seleccionables, amplificables de
mamifero permiten la seleccién de células hospedadoras de mamifero que contienen el vector asi como la amplificacion
génica. Mas adelante se describen ejemplos adecuados en detalle.

Los términos «5'» y «3'» es una convencion utilizada para describir caracteristicas de una secuencia de acido nucleico
relacionadas con ya sea la posicién de elementos genéticos y/o la direccién de eventos (5' a 3'), tales como, p. €j,, la
transcripcion por parte de la ARN:-polimerasa o traduccion por parte del ribosoma que avanza en direccion 5' a 3'. Son
sindnimos secuencia arriba (5') y secuencia abajo (3'). Convencionalmente, las secuencias de ADN, los mapas genéticos,
tarjetas de vectores y secuencias de ARN se dibujan con 5' a 3' de izquierda a derecha o la direccién 5' a 3' se indica con
flechas, donde la punta de las flechas apunta en la direccién 3'. Por consiguiente, 5' (secuencia arriba) indica elementos
genéticos colocados hacia el lado izquierdo, y 3' (secuencia abajo) indica elementos genéticos colocados hacia el lado
derecho, cuando se sigue esta convencion.

La disposicion y la orientacion de los casetes de expresion presentes en el vector de la invenciéon es importante. De
acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion, el casete de expresion (POI) esta flanqueado en 5' por el casete
de expresion (MASM). Por consiguiente, el casete de expresion (MASM) esta situado en 5' adyacente al casete de
expresion (POI) y en estrecha proximidad con él. Evidentemente, los casetes de expresion (MASM) y (POI) pueden estar
separados por secuencias de esqueleto del vector. Sin embargo, preferentemente, no hay ningun otro casete de expresion
situado entre el casete de expresion (MASM) y el casete de expresion (POI). El casete de expresion (MSM) esta situado
en 3' respecto al casete de expresion (POI). Puede haber casetes de expresion adicionales insertados entre los casetes
de expresion (POI) y (MSM), tales como, p. €j., un casete de expresion adicional (POI') para expresar un polipéptido de
interés adicional (descrito en mas detalle més adelante). Los casetes de expresion (MASM), (POI) y (MSM) estan todos
dispuestos en la misma orientacién 5' a 3'. Los inventores descubrieron que esta configuracién de acido nucleico de vector
particular permite la generacion rapida de lineas celulares de alto rendimiento.

El polinucleétido que codifica el polipéptido de interés se puede incorporar en el casete de expresion (POI) utilizando
métodos de clonacion apropiados, por ejemplo, utilizando enzimas de restriccion con el fin de insertar el polinucleétido
que codifica el polipéptido de interés en el casete de expresion (POI). Con este propésito, el casete de expresion (POI)
puede comprender, p. €j., un sitio de clonaciéon mdultiple (MCS) que se puede, p. €j., utilizar en todos los marcos de lectura.
Mas adelante se describen sitios MCS adecuados en detalle. Se puede proporcionar, p. €j., un acido nucleico de vector
«vacio» respectivo a los clientes, que entonces insertan su polinucleétido de interés especifico que desean expresar en
el casete de expresion (POI). El casete de expresion (POI) también puede comprender un polinucleétido de reemplazo o
una secuencia de acido nucleico de relleno, que se puede extirpar y reemplazar con el polinucleétido que codifica el
polipéptido de interés. La presente invenciéon proporciona un acido nucleico de vector tal como se ha descrito
anteriormente, que comprende un casete de expresion (POI) que comprende el polinucleétido que codifica el polipéptido
de interés. El acido nucleico de vector de expresion final se puede transfectar para su expresion en la célula hospedadora.

Un polinucleétido es un polimero de nucleétidos que normalmente estan unidos de una desoxirribosa o ribosa a otra. El
término «polinucleétido» no comprende ninguna restriccion de tamafio y también abarca polinucleétidos que comprenden
modificaciones, en particular nucleétidos modificados.

En un acido nucleico de vector circular que se da a conocer en la presente, el casete de expresion (MSM) esta dispuesto
en 3' del casete de expresion (POIl) y el casete de expresion (MASM) esta dispuesto en 3' del casete de expresion (MSM).
Una descripcion alternativa de un vector circular de este tipo es un acido nucleico de vector circular para expresar al
menos un polipéptido de interés en una célula de mamifero, que comprende

(a) al menos un casete de expresion (POI) para expresar un polipéptido de interés;

(b) un casete de expresién (MSM) que comprende un gen marcador seleccionable de mamifero;

(c) un casete de expresion (MASM) que comprende un gen marcador seleccionable, amplificable de mamifero;
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donde el casete de expresion (MSM) esté dispuesto en 3' del casete de expresion (POIl) y el casete de expresion (MASM)
esta dispuesto en 3' del casete de expresion (MSM), y donde los casetes de expresién (MASM), (POI) y (MSM) estan
dispuestos en la misma orientacion 5' a 3.

Un acido nucleico de vector se puede transfectar en la célula hospedadora en su forma circular. Las moléculas de vector
superhelicoidales se convertiran normalmente en moléculas lineales dentro del nucleo debido a la actividad de endo- y
exonucleasas. La linealizacion del acido nucleico de vector antes de la transfeccion suele mejorar la eficiencia de una
transfeccion estable. Esto también ya que el punto de linealizacién se puede controlar si el vector se linealiza antes de la
transfeccion.

Un vector de expresién circular puede comprender un sitio de restriccion predefinido, que se puede utilizar para la
linealizaciéon del acido nucleico de vector antes de la transfeccion. La ubicacion inteligente de dicho sitio de restriccion
para la linealizacién es importante, porque dicho sitio de restriccion determina el lugar en el que el acido nucleico de vector
se abre/linealizay, por tanto, determina el orden/la disposicion de los casetes de expresion cuando el constructo se integra
en el genoma de la célula de mamifero.

Por consiguiente, un acido nucleico de vector circular puede comprender un sitio de restriccion para la linealizacién para
linealizar el vector, donde dicho sitio de restriccion para la linealizacion esta situado entre los casetes de expresion (MSM)
y (MASM). Preferentemente, dicho sitio de restriccion para la linealizacidn es Unico y solamente esta presente una vez en
el acido nucleico de vector de expresion. P. ej., se puede utilizar un sitio de restriccidon para la linealizacion que sea
reconocido por una enzima de restriccion con una frecuencia de corte baja con el fin de fomentar que el vector se escinda
solamente en el sitio de restriccidn para la linealizacion pero no (o solamente rara vez), p. €j., dentro del casete o casetes
de expresion o el esqueleto del vector. Esto se puede propiciar, p. €j., proporcionando un sitio de restriccion para una
enzima de restriccion con una secuencia de reconocimiento de mas de seis pares de bases o que reconoce secuencias
que estan infrarrepresentadas en el ADN cromosdmico. Un ejemplo adecuado es la enzima Swal y el vector puede
incorporar, por lo tanto, un sitio de reconocimiento de Swal como unico sitio de restriccion para la linealizacion. En el caso
de que dicho sitio de restriccion para la linealizacion esté presente méas de una vez en la secuencia de acido nucleico de
vector (que incluye los polinucleétidos que codifican el polipéptido de interés), o en el caso en que se utilice una enzima
de restriccidon que corta varias veces en la secuencia de acido nucleico de vector, también entra dentro del alcance de la
presente invencion, p. ej., alterar/mutar los sitios de restriccion aparte del sitio de restriccion para la linealizacion que esta
situado entre los casetes de expresion (MSM) y (MASM), con el fin de eliminar esos sitios de restriccién adicionales y
para obtener un unico o al menos infrecuente sitio de restriccion para la linealizacion.

En el caso de que el vector se utilice como vector de expresion estandar disefiado, p. ej., como herramienta para la
expresion de varios polipéptidos diferentes, es ventajoso proporcionar un sitio de restricciéon para la linealizacion que
comprenda multiples sitios de reconocimiento para enzimas que tengan una frecuencia de corte baja. Las enzimas de
restriccion elegidas para la linealizacion preferentemente no deben cortar dentro de los casetes de expresién para los
marcadores seleccionables u otras secuencias de esqueleto del vector con el fin de garantizar que la enzima corte
solamente una vez para la linealizaciéon adecuada del vector. Al proporcionar un sitio de restriccion para la linealizacion
que comprende multiples sitios de reconocimiento para enzimas de restriccion que tienen una frecuencia de corte baja, el
usuario puede elegir una enzima de restriccion adecuada para la linealizacion entre las opciones proporcionadas con el
fin de evitar de forma segura la restriccion dentro del polinucleétido que codifica el polipéptido de interés. Sin embargo,
tal somo se ha expuesto anteriormente, se pueden mutar sitios de restriccion adicionales o se podria realizar una digestion
de restriccion parcial.

La colocacion del sitio de restriccion para la linealizacion entre el casete de expresion (MSM) y el casete de expresion
(MASM) tiene el efecto de que el casete de expresion (POI) (y casetes de expresion adicionales para expresar los
polipéptidos de interés - si estan presentes) esta flanqueado en 5' por el casete de expresion (MASM). El casete de
expresion (MSM) esta situado en 3' del casete de expresion (POI) tras la linealizacion. De este modo, los casetes de
expresion (MSM) y (MASM) estan separados tras la linealizacion del &cido nucleico de vector circular. Como hay un casete
de expresién (PSM) para un marcador de seleccién bacteriano presente en el acido nucleico de vector linealizado
reivindicado (véase también mas adelante), el sitio de restriccion para la linealizacion esta preferentemente ubicado entre
los casetes de expresion (PSM) y (MASM). Esto tiene el efecto de que el gen marcador de seleccion bacteriano esta en
3'y, por tanto, «fuera» de las partes «de mamifero» del acido nucleico de vector linealizado. Esta disposicién es favorable
ya que los genes bacterianos no son presumiblemente ventajosos para la expresion en mamiferos ya que las secuencias
bacterianas pueden provocar una mayor metilacién u otros efectos de silenciamiento en las células de mamifero.

Los ejemplos no limitantes para genes marcadores seleccionables de mamifero que pueden estar comprendidos en el
casete de expresion (MSM) incluyen genes de resistencia a antibiético, p. ej., que confieren resistencia a G418;
higromicina (hyg o hph, comercializada por Life Technologies, Inc. Gaithesboro, Md.); neomicina (neo, comercializada por
Life Technologies, Inc. Gaithesboro, Md.); zeocina (Sh Ble, comercializada por Pharmingen, San Diego Calif.); puromicina
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(pac, puromicina-N-acetil-transferasa, comercializada por Clontech, Palo Alto Calif.), ouabaina (oua, comercializada por
Pharmingen) y blasticidina (comercializada por Invitrogen). Los respectivos genes marcadores seleccionables de
mamifero son muy conocidos y permiten la seleccidon de células hospedadoras de mamifero que comprenden dichos
genes y, por tanto, de células hospedadoras que comprenden el vector.

El término «gen», tal como se utiliza en la presente, también se refiere a un polinucleétido natural o sintético que codifica
una variante funcional del marcador seleccionable que proporciona la resistencia deseada. Por ende, también se abarcan
versiones truncadas o mutadas de un gen natural o polipéptidos sintéticos siempre que proporcionen la resistencia
deseada. De acuerdo con una realizacién preferida, dicho casete de expresion (MSM) comprende un gen que codifica
una neomicina--fosfotransferasa (I o Il) enzimaticamente funcional. Esta realizacion funciona bien en combinacion con el
uso de un gen que codifica una DHFR enzimaticamente funcional como gen marcador seleccionable amplificable.

Los genes marcadores seleccionables de mamifero, amplificables permiten la seleccién de células hospedadoras de
mamifero que contienen el vector asi como la amplificaciéon génica. Un ejemplo no limitante para un gen marcador
seleccionable de mamifero, amplificable es el gen de la dihidrofolato--reductasa (DHFR). Otros sistemas que se utilizan
en la actualidad son, entre otros, el sistema de la glutamina--sintetasa (gs) (Bebbington et al., 1992) y el sistema de
selecciéon dependiente de histidinol (Hartmann y Mulligan, 1988). Estos marcadores amplificables también son marcadores
seleccionables y, por tanto, se pueden utilizar para seleccionar aquellas células que obtuvieron el vector. La DHFR y la
glutamina--sintetasa proporcionan buenos resultados. En ambos casos, la selecciéon normalmente se produce en ausencia
del metabolito apropiado (hipoxantina y timidina en el caso de la DHFR, glutamina en el caso de la GS), lo cual evita el
crecimiento de células no transformadas. Con sistemas amplificables tales como el sistema DHFR, la expresion de una
proteina recombinante se puede incrementar exponiendo las células a ciertos agentes que fomentan la amplificaciéon
génica tales como antifolatos (p. ej., metotrexato (MTX)) en el caso del sistema DHFR. Un inhibidor adecuado para GS
que fomenta la amplificacién génica es la metionina sulfoximina (MSX). La exposicion a MSX también provoca la
amplificacion génica. De acuerdo con una realizacion, dicho casete de expresion (MASM) comprende un gen que codifica
una glutamina--sintetasa (GS) enziméticamente funcional o una dihidrofolato--reductasa (DHFR).

De acuerdo con una realizacién, dicho casete de expresién (MSM) comprende un gen que codifica una
neomicina--fosfotransferasa enzimaticamente funcional y dicho casete de expresion (MASM) comprende un gen que
codifica una dihidrofolato--reductasa (DHFR) enzimaticamente funcional.

El vector puede comprender al menos un casete expresion adicional (POI') para expresar un polipéptido de interés
adicional. Dicho casete de expresion adicional (POI') esta situado entre el casete de expresion (POIl) y el casete de
expresion (MSM). Dicho casete de expresion (POI') esta dispuesto en la misma orientaciéon 5' a 3' que los casetes de
expresion (POIl) y (MSM). De acuerdo con una realizacion, comprende el polinucleétido que codifica el polipéptido de
interés adicional.

Por consiguiente, el acido nucleico de vector linealizado de acuerdo con la presente invencion puede comprender mas de
un casete de expresion para expresar polipéptidos de interés.

Por lo tanto, también es posible que varios casetes de expresion ((POI), (POI'), (POI") etc.) para expresar diferentes
polipéptidos de interés estén dispuestos en el acido nucleico de vector de expresion linealizado de acuerdo con la presente
invencion. Estos casetes de expresion estan flanqueados en 5' por el casete de expresion (MASM) y en 3' por el casete
de expresion (MSM). Por ende, la presente invencion también proporciona un acido nucleico de vector linealizado que
comprende mas de un casete de expresion que codifica, p. €j., subunidades de proteinas diméricas o multiméricas de
orden superior. Los casetes de expresion que codifican diferentes subunidades de una proteina multimérica, incorporada
cada una en un casete de expresion diferente, pueden estar ubicados adyacentes entre si. Para proteinas multiméricas
codificadas por al menos dos genes distintos (por ejemplo, cadenas ligera y pesada de inmunoglobulina o fragmentos
funcionales de estas tales como al menos las regiones variables de las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulina), los
polinucleétidos que codifican las subunidades deseadas del polipéptido de interés estan insertados en los casetes de
expresion (POI) y (POI'). Una realizacién respectiva que utiliza al menos dos casetes de expresion (POI) y (POI') para
expresar polipéptidos de interés es particularmente ventajosa para expresar moléculas de inmunoglobulina tales como
anticuerpos o fragmentos funcionales de estos. Por consiguiente, se proporciona un acido nucleico de vector para
expresar una molécula de inmunoglobulina que comprende en cada casete de expresion (POI) y (POI') un polinucleétido
que codifica ya sea una cadena ligera o una pesada de una molécula de inmunoglobulina o fragmentos de esta, donde
cada casete de expresion (POI) y (POI') comprende uno de dichos polinucleétidos. Por consiguiente, el casete de
expresion (POI) puede comprender ya sea el polinucledtido para expresar la cadena ligera, o el polinucleétido para
expresar la cadena pesada de la molécula de inmunoglobulina.

De acuerdo con una realizacion preferida, el casete de expresion (POI) comprende el polinucledtido que codifica al menos
parte de la cadena ligera de dicha molécula de inmunoglobulina o un fragmento funcional de esta y el casete de expresion
(POI') comprende un polinucleétido que codifica al menos parte de la cadena pesada de dicha molécula de
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inmunoglobulina o un fragmento funcional de esta. Colocar el casete de expresion para la cadena ligera en 5' respecto al
casete de expresion de la cadena pesada resulté ser beneficioso en lo que respecta a la tasa de expresion de las
moléculas de inmunoglobulina. De acuerdo con una realizacién, el acido nucleico de vector de expresion se disefia de tal
modo que el casete o casetes de expresion ya comprenda un polinucleétido que codifica al menos parte de las regiones
constantes de una molécula de inmunoglobulina. Los fragmentos del polinucleétido que codifican las partes variables de
las moléculas de inmunoglobulina pueden ser insertados entonces por el usuario/cliente en los casetes de expresion
utilizando estrategias de clonacién apropiados con el fin de obtener el vector de expresion final.

Los casetes de expresion presentes en el vector de expresion linealizado de acuerdo con la presente invencion estan
disefiados de tal modo que permitan la expresion de los polinucledtidos/genes incorporados en células de mamifero. A
este efecto, los casetes de expresion normalmente comprenden las secuencias reguladoras necesarias, tales como un
promotor y/o una secuencia de terminacioén de la transcripcion tal como un sitio de poli A.

Los vectores utilizados para expresar polipéptidos de interés normalmente contienen elementos de control de la
transcripcion adecuados para dirigir la transcripcion tales como, p. ej., promotores, potenciadores, sefiales de
poliadenilacion, sefiales de pausa o terminacion de la transcripcién como elementos de un casete de expresion. Para la
expresion apropiada de los polipéptidos, preferentemente se incluyen en el vector elementos de control de la traduccion
adecuados, tales como, p. €j., regiones no traducidas 5' que dan lugar a estructuras de caperuza 5' adecuadas para captar
ribosomas y codones de parada para terminar el proceso de traduccién. El polinucleétido que actia como los genes
marcadores seleccionables asi como el polinucleétido que codifica el polipéptido de interés, se transcriben bajo el control
de elementos de transcripcion presentes en promotores apropiados. Los transcritos resultantes de los genes marcadores
seleccionables y el del polipéptido de interés albergan elementos de traduccidén funcionales que facilitan niveles
sustanciales de expresion proteinica (es decir, traduccion) y una terminacién de la traduccion apropiada. Una unidad de
expresion funcional, capaz de dirigir de forma apropiada la expresion de un polinucleétido incorporado también se
denomina «casete de expresion» en la presente. Preferentemente, comprende una regiéon UTR 3'.

Los casetes de expresion comprenden al menos un promotor y/o elemento promotor/potenciador. Aunque las limitaciones
fisicas entre estos dos elementos de control no estan siempre claras, el término «promotor» normalmente se refiere a un
sitio en la molécula de acido nucleico al que se une una ARN--polimerasa y/o cualesquiera factores asociados y en el cual
se inicia la transcripcion. Los potenciadores potencian la actividad del promotor, temporalmente asi como espacialmente.
Muchos promotores son activos transcripcionalmente en una gran diversidad de tipos celulares. Los promotores se
pueden dividir en dos clases, los que funcionan de forma constitutiva y los que estan regulados por inducciéon o
desrepresioén. Los promotores utilizados para la produccién en niveles altos de proteinas en células de mamifero deben
ser potentes y preferentemente activos en una gran diversidad de tipos celulares para permitir una evaluacién cualitativa
y cuantitativa del polipéptido recombinante. El promotor se puede seleccionar del grupo que consiste en un promotor de
SV40, un promotor de CMV, un promotor de EF1alfa, un promotor de RSV, un promotor de BROAD3, un promotor de
rosa26 murino, un promotor de pCEFL y un promotor de B-actina. Los promotores constitutivos potentes que dirigen la
expresion en muchos tipos celulares incluyen, pero no se limitan a, el promotor tardio principal de adenovirus, el promotor
temprano inmediato de citomegalovirus humano, el promotor de SV40 y del virus del sarcoma de Rous, y el promotor de
la 3-fosfoglicerato--cinasa murina y EF1a. Se consiguen buenos resultados con el vector de expresion de la presente
invencion cuando el promotor y/o potenciador se obtiene ya sea a partir de CMV y/o SV40.

De acuerdo con una realizacion, el casete o casetes de expresion para expresar el polipéptido o polipéptidos de interés
comprenden un promotor y/o potenciador mas potente que los casetes de expresiéon para expresar los marcadores
seleccionables. Esta disposicion tiene el efecto de que se genera mas transcrito para el polipéptido de interés que para
los marcadores de seleccidon. Es ventajoso que la produccion del polipéptido de interés que se secreta sea dominante
frente a la produccion de los marcadores de seleccion, dado que la capacidad celular individual para producir proteinas
heterélogas no es ilimitada y, por tanto, se debe centrar en el polipéptido de interés.

De acuerdo con una realizacion, los casetes de expresion (POI) y (POI') (si esta presente) que se utiliza/n para expresar
el polipéptido de interés comprenden un promotor/potenciador de CMV. Mas adelante se describen ejemplos especificos
en detalle. Los casetes de expresion (MSM) y (MASM), que expresan preferentemente la DHFR y los genes marcadores
de neomicina, comprenden un promotor de SV40 o un promotor/potenciador de SV40. Se sabe que el promotor de CMV
es uno de los promotores mas potentes disponibles para la expresiéon en mamiferos y conduce a una tasa de expresion
muy buena. Se considera que proporciona significativamente mas transcrito que el promotor de SV40.

Ademas, los casetes de expresion pueden comprender un sitio de terminacidn de la transcripciéon apropiado. Esto, como
la transcripcion continuada desde un promotor secuencia arriba a través de una segunda unidad de transcripciéon puede
inhibir la funcion del promotor secuencia abajo, un fenédmeno conocido como la oclusién del promotor o interferencia
transcripcional. Este evento se ha descrito tanto en procariotas como eucariotas. La ubicacion apropiada de sefiales de
terminacion de la transcripcion entre dos unidades de transcripcion puede prevenir la oclusién del promotor. Los sitios de
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terminacion de la transcripcion estan bien caracterizados y se ha demostrado que su incorporacion en vectores de
expresion tiene multiples efectos beneficiosos sobre la expresion génica.

La mayoria de los ARNm nacientes eucariéticos poseen un cola de poli A en su extremo 3' que se afade durante un
proceso complejo que implica la escision del transcrito primario y una reaccion de poliadenilacion acoplada. La cola de
poliA es ventajosa para la estabilidad y transferibilidad del ARNm. Por ende, los casetes de expresion del vector linealizado
de acuerdo con la presente invencion normalmente comprenden un sitio de poliadenilacidon. Existen varias sefiales de
poliA eficientes que se pueden utilizar en vectores de expresion de mamifero, que incluyen las derivadas de la hormona
del crecimiento bovina (bgh, por sus siglas en inglés), beta-globina de ratdn, la unidad de transcripcion temprana de SV40
y el gen de la timidina--cinasa del virus del herpes simple. Sin embargo, también se conocen sitios de poliadenilacion
sintéticos (véase, p. €j., el vector de expresion pCl-neo de Promega que se basa en Levitt el al., 1989, Genes Dev. 3, (7):
1019-1025). El sitio de poliadenilacion se puede seleccionar del grupo que consiste en el sitio de poliA de SV40, tal como
el sitio de poli-A tardio y temprano de SV40 (véase, p. €j., el plasmido pSV2-DHFR tal como se describe en Subramani et
al., 1981, Mol.Cell. Biol. 854-864), un sitio de poliA sintético (véase, p. €j., el vector de expresion pCl-neo de Promega
que se basa en Levitt el al., 1989, Genes Dev. 3, (7): 1019-1025) y un sitio de poliA de bgh (hormona del crecimiento
bovina).

Los casetes de expresion pueden comprender un potenciador (véase anteriormente) y/o un intrén. De acuerdo con una
realizacion, el casete o casetes de expresion para expresar el polipéptido de interés comprenden un intrén. La mayoria
de los genes de eucariotas superiores contienen intrones que se eliminan durante el procesamiento del ARN. Se observa
que los constructos genémicos se expresan de forma mas eficiente en sistemas transgénicos que constructos idénticos
que carecen de intrones. Normalmente, los intrones estan ubicados en el extremo 5' del marco abierto de lectura. Por
consiguiente, un intréon puede estar comprendido en el casete o casetes de expresion para expresar el polipéptido o
polipéptidos de interés con el fin de incrementar la tasa de expresién. Dicho intrén puede estar situado entre el promotor
y 0 uno o mas elementos promotores/potenciadores y el extremo 5' del marco abierto de lectura del polinucleétido que se
desea expresar. Por ende, se proporciona un &cido nucleico de vector, donde al menos el casete de expresion (POI)
comprende un intron que esta dispuesto entre el promotor y el condén de iniciacién del polinucleétido para expresar el
polipéptido de interés. Se conocen varios intrones adecuados en el estado de la técnica que se pueden utilizar junto con
la presente invencion.

De acuerdo con una realizacion, el intron utilizado en los casetes de expresion para expresar los polipéptidos de interés,
es un intrén sintético tal como el intron SIS o el RK. El intron RK es un intrén sintético potente que esta ubicado
preferentemente antes del coddn de iniciacion ATG del gen de interés. El intron RK consiste en el sitio de corte y empalme
donador intrénico del promotor de CMV y el sitio de corte y empalme aceptor de la region variable de cadena pesada de
1gG (véanse, p. €j., Eaton et al., 1986, Biochemistry 25, 8343-8347, Neuberger et al., 1983, EMBO J. 2(8), 1373-1378; se
puede obtener a partir del vector pRK-5 (BD PharMingen)).

Ademas, se ha descubierto sorprendentemente que la ubicacion de un intrén en el extremo 3' del marco abierto de lectura
del gen DHFR tiene efectos ventajosos sobre la tasa de expresion/amplificacion del constructo. El intron utilizado en el
casete de expresion de DHFR da lugar a una variante no funcional, mas pequefa del gen DHFR (Girillari et al., 2001, J.
Biotechnol. 87, 59-65). De este modo, el nivel de expresion del gen DHFR se reduce. Esto conduce a una mayor
sensibilidad a MTX y condiciones de seleccion mas restrictivas. Por consiguiente, se proporciona un acido nucleico de
vector, donde el casete de expresion (MASM) comprende un intron que esta situado en 3' del gen marcador seleccionable
amplificable. Se puede obtener un intrén adecuado a partir del vector pSV2-DHFR (véase, p. €j., anteriormente).

El vector reivindicado comprende al menos un casete de expresion adicional (PSM) que comprende un gen marcador
seleccionable procariotico. Dicho casete de expresion (PSM) esta situado entre los casetes de expresion (MSM) y
(MASM). Dicho marcador seleccionable puede proporcionar una resistencia a antibiético tal como, p. ej., ampicilina,
kanamicina, tetraciclina y/o cloranfenicol. Dicho casete de expresion (PSM) esta dispuesto preferentemente en la misma
orientacion 5' a 3' que los otros casetes de expresion (POI), (MSM) y (MASM).

El gen DHFR funciona como un marcador y un gen de amplificacién génica. La seleccion puede ocurrir mediante el cultivo
de las células en ausencia de los metabolitos apropiados (hipoxantina y timidina) previniendo de este modo el crecimiento
de células no transformadas. Con el sistema DHFR, se puede incrementar la expresion de los polipéptidos de interés al
exponer las células a antifolatos tales como, por ejemplo, metotrexato (MTX), un farmaco que bloquea la actividad de
DHFR. Después de un tiempo determinado de exposicién a MTX, la mayoria de las células mueren, pero normalmente
sobreviven un pequefio numero de células que sobreproducen DHFR. Al tratarlas con MTX, en concentraciones
crecientes, a menudo las células supervivientes pueden contener hasta de varios cientos a unos pocos miles de copias
del vector integrado embebido en cromosomas que suelen estar elongados. De la forma mas respectiva, las células
amplificadas producen mas proteina recombinante que las células sin amplificar.
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En la técnica anterior se conocen varias enzimas DHFR adecuadas y, por consiguiente, genes que se pueden utilizar
junto con la presente invencién. La DHFR puede ser una DHFR natural o una variante funcional o derivado de esta. El
término una «variante» o «derivado» incluye enzimas DHFR que tienen uno o mas cambios en su secuencia de
aminoacidos (p. €j., deleciones, sustituciones o adiciones) con respecto a la secuencia de aminoacidos de la enzima
DHFR respectiva, proteinas de fusion que comprenden una enzima DHFR o fragmento funcional de esta y enzimas DHFR
que han sido modificadas para proporcionar una estructura y/o funcién adicional, asi como fragmentos funcionales de las
anteriores, que siguen teniendo al menos una funcién de una enzima DHFR. El gen DHFR se selecciona preferentemente
del grupo que consiste en DHFR natural, una variante de DHFR que tiene una menor sensibilidad a MTX en comparacion
con DHFR natural y una variante de DHFR que tiene una mayor sensibilidad a MTX en comparacién con DHFR natural.
De acuerdo con una realizacion, el gen DHFR es el gen DHFR natural. De acuerdo con una realizacion diferente, el gen
DHFR codifica una variante menos funcional de DHFR. Esto conduce a una mayor sensibilidad a MTX y condiciones de
seleccion mas restrictivas. Esto se puede conseguir, p. €j., ubicando un intrén en el extremo 3’ del gen DHFR (véase
anteriormente). Una alternativa diferente podria basarse en el uso de un mutante/variante de DHFR que tiene una mayor
sensibilidad a MTX que la DHFR natural. Estas realizaciones son particularmente beneficiosas si se utiliza el vector en
células hospedadoras que son DHFR".

Si se desea utilizar el sistema DHFR en células hospedadoras que incorporan una copia del gen DHFR en su propio
genoma (p. ej., CHO DHFR®), se prefiere que se utilice un mutante/variante del gen DHFR, que es menos sensible a
antifolatos tales como MTX que la DHFR natural y, por tanto, es en cierta medida resistente a antifolatos respectivamente
MTX. P. ej., debido a mutaciones en el gen, la sensibilidad del gen DHFR a MTX se puede reducir significativamente de
modo que dicha variante se puede utilizar en concentraciones de antifolato (MTX) mas altas. Dicha variante de DHFR
menos sensible a antifolatos y en particular MTX puede, p. €j., poseer una afinidad de unién a antifolato/MTX reducida.
Se pueden utilizar variantes de DHFR respectivas para «sobrevalorar» la expresion de DHFR enddgena en lineas
celulares naturales. Las respectivas variantes de DHFR «resistentes» o menos sensibles son muy conocidas en la técnica
anterior.

El vector de expresion se puede seleccionar del grupo que consiste en

(a) un acido nucleico de vector lineal que comprende los siguientes elementos genéticos en la disposicién indicada,
donde la direccion 5' a 3' se indica mediante la —:

. Promotor del casete de expresion (MASM) (—)
Il Gen que codifica el marcador seleccionable amplificable de mamifero del casete de expresion (MASM) (—)

M. Opcionalmente un intron del casete de expresion (MASM) (—)

V. Sitio de poliA del casete de expresion (MASM) (—)

V. Promotor del casete de expresion (POI) (—)

VI. Intrén del casete de expresién (POI) (—)

VILI. Polinucleétido que codifica un polipéptido de interés, que se inserta en el casete de expresion (POI) (—)

VIII. Sitio de poliA del casete de expresion (POI) (—)

IX. Promotor del casete de expresion (POI') (—)

X. Intrén del casete de expresién (POI') (—)

XI. Polinucleétido que codifica un polipéptido de interés adicional, que se inserta en el casete de expresion
(PO (=)

XIl. Sitio de poliA del casete de expresion (POI') (—)

XIII. Promotor del casete de expresion (MSM) (—)

XIV. Gen que codifica el marcador seleccionable de mamifero del casete de expresion (MSM) (—)

XV. Sitio de poliA del casete de expresion (MSM) (—)



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2784926 T3

XVI. Casete de expresion PSM (—) o («)

(b) un acido nucleico de vector como el que se muestra como la Seq. ID No. 1 o Seq. ID No. 16 o un derivado de
estas, que comprende la misma configuracion respectivamente disposicion de elementos genéticos.

La variante (a) en su forma circular que comprende un sitio de restriccion para la linealizacién se muestra en la Fig. 1y la
correspondiente Tabla 1.

El vector linealizado de acuerdo con la presente invencién se puede obtener disponiendo los casetes de expresion en el
orden y la orientaciéon apropiados tal como se describe en detalle anteriormente. La disposicién de los casetes de
expresién/elementos genéticos se puede realizar utilizando enzimas de restriccion adecuadas y estrategias de clonacion
con el fin de ensamblar el vector de expresion. También se da a conocer un método para producir un acido nucleico de
vector como los que se dan a conocer en la presente, donde dicho método comprende disponer al menos los siguientes
elementos genéticos

(a) al menos un casete de expresion (POI) para expresar un polipéptido de interés;
(b) un casete de expresion (MSM) que comprende un gen marcador seleccionable de mamifero;
(c) un casete de expresion (MASM) que comprende un gen marcador seleccionable, amplificable de mamifero;

de tal modo que el casete de expresion (POI) esta flanqueado en 5' por el casete de expresion (MASM), el casete de
expresion (MSM) esta situado en 3' respecto al casete de expresion (POI), y donde los casetes de expresion (MASM),
(POI) y (MSM) estan dispuestos en la misma orientacion 5'a 3'.

El vector de acuerdo con la presente invencién se puede utilizar para expresar el polipéptido de interés en muchas células
hospedadoras de mamifero diferentes. El vector de expresion linealizado de la presente invencién normalmente se integra
en el genoma y se mantiene en él. Hay dos formatos principales de células hospedadoras, cultivos de células adherentes
y cultivos en suspension. Se prefieren los cultivos en suspension. Las lineas celulares mas establecidas mantienen su
caracter dependiente del anclaje a menos que se tomen medidas especiales para adaptarlas al crecimiento en
suspension. Las formulaciones de medios comercialmente disponibles facilitan la transicién. Basicamente se pueden
utilizar cualesquiera células hospedadoras de mamifero junto con la presente invencién siempre que permitan la expresion
de un polipéptido. Las células hospedadoras de mamifero adecuadas para los efectos de la presente invencion incluyen,
pero no se limitan a, células derivadas de ratones (p. ej., COP, L, C127, Sp2/0, NS-0, NS-1, At20 o NIH3T3), ratas (PC12,
PC12h, GH3, MtT), hamsteres (p. Ej., BHK, CHO y CHO defectuosas para el gen DHFR), monos (p. €j., COS1, COS3,
COS7, CV1y Vero)y seres humanos (p. €j., Hela, HEK-293, PER-C6 derivadas de retina, células derivadas de fibroblastos
diploides, células de mieloma y HepG2). Preferentemente, la célula hospedadora es una célula CHO. La construccion del
vector de acuerdo con la presente invencidén es particularmente adecuada para producir polipéptidos en células de
roedores tales como células CHO y CHO defectuosas para el gen DHFR.

También se proporcionan células hospedadoras de mamifero, que comprenden el vector de expresion linealizado de
acuerdo con la presente invencion. También se proporciona una linea celular estable, que comprende un vector de
expresion linealizado de acuerdo con la presente invenciéon o un segmento de este en el genoma. El segmento debe
comprender al menos los casetes de expresién decisivos para la presente invencion. Como el vector y sus caracteristicas,
asi como las células hospedadoras adecuadas, se describen en detalle anteriormente, nos referimos a la divulgacion
anterior. Por consiguiente, también se proporciona un método para producir una célula hospedadora de mamifero tal
como se ha descrito anteriormente, donde la célula hospedadora de mamifero se transfecta de forma estable con el acido
nucleico de vector linealizado de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 8.

Existen varios métodos apropiados conocidos en la técnica anterior para introducir un vector de expresion en una célula
hospedadora de mamifero. Los métodos respectivos incluyen, pero no se limitan a, la transfeccion mediante fosfato de
calcio, electroporacion, lipofeccion, transferencia de genes mediada por polimeros y biolistica. Las células hospedadoras
adecuadas se han descrito anteriormente.

Después de introducir el acido nucleico del vector de expresion en la célula o células hospedadoras, los transformantes
obtenidos se cultivan en condiciones selectivas adecuadas para evaluar la expresion del gen marcador seleccionable de
mamifero contenido en el casete de expresion (MSM). Esto significa que, por ejemplo, cuando el gen marcador
seleccionable de mamifero es un gen de resistencia a antibiético, se cultivan los transformantes en un medio que contiene
el correspondiente antibidtico activo en células de mamifero y se seleccionan los transformantes que son viables en tales
condiciones, lo cual posibilita de este modo la obtencion de transformantes que expresan el gen marcador y, por tanto,
han incorporado el vector. Ademas, se puede llevar a cabo un segundo paso de seleccion cultivando los transformantes
en un medio de seleccion adaptado para seleccionar el gen marcador seleccionable, amplificable comprendido en el
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casete de expresion (MASM). P. ej., si se utiliza DHFR como gen marcador seleccionable, amplificable, los transformantes
se pueden cultivar en un medio exento de purina o nucleétidos en presencia de un inhibidor de DHFR.

Si se utiliza un promotor inducible en al menos un casete de expresién, se deberia proporcionar una sefal de induccién
correspondiente con el fin de iniciar la expresion del polipéptido.

Con el fin de hacer uso del sistema de seleccién/amplificacion de DHFR, dichas células hospedadoras se pueden cultivar
en presencia de un inhibidor de DHFR. Los inhibidores de DHFR adecuados son antifolatos tales como, p. ej., MTX. La
concentracion de antifolato/MTX utilizada depende de la célula hospedadora y la variante de DHFR incorporada en el
vector. El intervalo de concentraciéon se puede elegir para los procedimientos de amplificacién en multiples pasos, en
células hospedadoras DHFR", por ejemplo, en valores de aproximadamente 5 nM - 20 nM que alcanzan valores de 500
nM a 1000 nM o incluso superiores para pasos de amplificacién secundarios o adicionales. Para las células DHFR*, las
concentraciones iniciales son habitualmente mayores en el intervalo de 100 nM a 750 nM, preferentemente 500 nM en
los primeros pasos y de 500 nM a 1000 nM, y superiores para los pasos de amplificaciéon adicionales. Se han descrito
variantes de DHFR adecuadas anteriormente.

Con el fin de aprovechar el sistema de seleccién/amplificacion de GS, dichas células hospedadoras se pueden cultivar en
presencia de, p. ej.,, MSX. La concentracién de MSX utilizada depende de la célula hospedadora. El intervalo de
concentracion se puede elegir entre de aproximadamente 15 a 150 uM, de 20 a 100 uM y de 25 a 50 yM. Estos intervalos
son particularmente adecuados para las células NSO y CHO.

Con el vector de expresion de acuerdo con la presente invencién, se pueden expresar/producir varios polipéptidos de
interés diferentes. El término polipéptido se refiere a una molécula que comprende un polimero de aminoacidos unidos
entre si por uno o mas enlaces peptidicos. Los polipéptidos incluyen polipéptidos de cualquier longitud, que incluyen
proteinas (p. €j., que tienen mas de 50 aminoacidos) y péptidos (p. €j., de 2-49 aminoacidos). Los polipéptidos incluyen
proteinas y/o péptidos de cualquier actividad o bioactividad, que incluyen, p. ej., polipéptidos bioactivos tales como
proteinas o péptidos enzimaticos (p. ej., proteasas, cinasas, fosfatasas), proteinas o péptidos receptores, proteinas o
péptidos transportadores, proteinas de unién a endotoxina y/o bactericidas, proteinas o péptidos estructurales,
polipéptidos inmunitarios, toxinas, antibiéticos, hormonas, factores de crecimiento, vacunas o similares. Dicho polipéptido
se puede seleccionar del grupo que consiste en hormonas peptidicas, interleucinas, activadores tisulares del
plasmindgeno, citocinas, inmunoglobulinas, en particular anticuerpos o fragmentos de anticuerpo o variantes de estos.
Dicha inmunoglobulina puede ser de cualquier isotipo. Es muy comun que se produzcan/necesiten moléculas de IgG (p.
ej., 1gG1) como proteinas terapéuticas. Un fragmento de anticuerpo es cualquier fragmento de un anticuerpo que
comprenda al menos 20 aminoécidos de dicho anticuerpo entero, preferentemente al menos 100 aminoécidos, que al
menos siga teniendo capacidad de unién a antigeno. El fragmento de anticuerpo puede comprender la regién de union
del anticuerpo tal como un fragmento Fab, un fragmento F(ab)2, multicuerpos que comprenden multiples dominios de
unioén tales como diacuerpos, triacuerpos o tetracuerpos, aficuerpos o anticuerpos monodominio. Una variante de
anticuerpo es un derivado de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que tiene la misma funcién de unién pero, p. €j.,
una secuencia de aminoacidos alterada. Dicho anticuerpo y/o fragmento de anticuerpo puede comprender una cadena
ligera murina, cadena ligera humana, cadena ligera humanizada, cadena pesada humana y/o cadena pesada murina asi
como fragmentos activos o derivados de estas. Por ende, puede ser, p. ej., murino, humano, quimérico o humanizado.

La presente invencion también proporciona métodos de produccion de un polipéptido de interés, comprendiendo dicho
meétodo cultivar al menos una célula hospedadora de mamifero de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10 o una célula
hospedadora de mamifero obtenida de acuerdo con la reivindicacién 11 o 12 en un medio de cultivo celular en condiciones
que permitan la expresion de dicho polipéptido de interés.

En un paso siguiente, dicho polipéptido se puede aislar/extraer a partir del cultivo celular. El polipéptido de interés
expresado se puede obtener sometiendo las células hospedadoras a disrupcion. Los polipéptidos también se pueden
expresar, p. €j., secretar al medio de cultivo y se pueden obtener a partir de este. También son posibles combinaciones
de los respectivos métodos. De este modo, se pueden producir productos, en particular polipéptidos, y obtener/aislar de
forma eficiente con un rendimiento alto. El polipéptido obtenido también se puede someter a pasos de procesamiento
adicionales tales como, p. €j., pasos de purificacion y/o modificacidon con el fin de producir el producto de interés con la
calidad deseada.

De acuerdo con una alternativa, dicho polipéptido de interés se secreta al medio de cultivo celular y posteriormente se
aisla a partir del medio de cultivo celular. El polipéptido es preferentemente una molécula de inmunoglobulina tal como un
anticuerpo o un fragmento funcional de este. Con el fin de promover la secrecion del polipéptido de interés se puede
utilizar una secuencia lider. Preferentemente, se utiliza la secuencia lider de una molécula de inmunoglobulina.

El vector de expresion de acuerdo con la presente invencién, asi como las células hospedadoras de mamifero y
polipéptidos de interés adecuados se describen en detalle anteriormente; nos referimos a la divulgacién anterior.
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El método para producir el polipéptido de interés puede comprender al menos uno de los siguientes pasos:

- aislar el polipéptido de interés a partir de dicho medio de cultivo celular y/o a partir de dicha célula hospedadora;
ylo

- procesar el polipéptido de interés aislado.

El polipéptido de interés producido de acuerdo con la invencion se puede recuperar, después purificar, aislar y/o modificar
mediante métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el producto se puede recuperar a partir del medio nutritivo
mediante procedimientos convencionales que incluyen, pero no se limitan a, centrifugacion, filtracidn, ultrafiltracion,
extraccién o precipitacion. La purificacion se puede llevar a cabo mediante diversidad de procedimientos conocidos en la
técnica que incluyen, pero no se limitan a, cromatografia (p. ej., de intercambio i6nico, afinidad, hidrofébica,
cromatoenfoque y exclusién por tamafo), procedimientos electroforéticos (p. ej., enfoque isoeléctrico preparativo),
solubilidad diferencial (p. ej., precipitacion con sulfato de amonio) o extraccion.

De acuerdo con una realizaciéon que es en particular ventajosa para la produccion de proteinas/péptidos farmacéuticos,
la célula hospedadora se cultiva en suspension en condiciones sin suero. El polipéptido obtenido se puede purificar
posteriormente, p. ej., purificando el polipéptido presente en el sobrenadante del cultivo celular utilizando métodos
cromatograficos (p. ej., purificacion por afinidad).

Los polipéptidos producidos de acuerdo con el método de la presente invencion presentan buenas propiedades de
estabilidad. Los resultados también muestran que los polipéptidos se expresan de una forma funcional y, por ende, en la
conformacion correcta. Por consiguiente, también se dan a conocer polipéptidos obtenidos mediante el método de
produccion de acuerdo con la presente invencion utilizando el vector de expresion descrito en detalle anteriormente. Tal
como se ha expuesto anteriormente, los polipéptidos se obtienen con un buen rendimiento. El polipéptido es
preferentemente una molécula de inmunoglobulina tal como un anticuerpo o un fragmento funcional de este.

La Fig. 1 muestra un acido nucleico de vector circular.

La Fig. 2 muestra la version linealizada del acido nucleico de vector de acuerdo con la Fig. 1 con el fin de demostrar la
influencia de la posicion del sitio de restriccion para la linealizacion.

Los numeros 1 a 17 mostrados en las Figs. 1 y 2 indican los elementos/caracteristicas genéticas del acido nucleico de
vector y se describen en detalle en la tabla 1 subsiguiente. Si no se definen de otro modo, las flechas blancas caracterizan
promotores o elementos promotores/potenciadores; los recuadros rayados caracterizan elementos intrénicos, las flechas
negras simbolizan los polinucleétidos para expresar el polipéptido de interés; los recuadros cuadriculados caracterizan el
sitio de poliA; las flechas cuadriculadas los genes marcadores de mamifero del casete de expresion (MSM) y (MASM); la
flecha rayada el gen marcador seleccionable procariético. Como se puede observar, todos los elementos genéticos estan
dispuestos en la misma orientacion 5' a 3’ (indicada por la direccion de la flecha). Los acidos nucleicos de vector pBW147,
pBW154 y pBW160, que se describen en més detalle a continuacion, se construyen respectivamente.

Tabla 1 - orientacién y disposicion de los elementos genéticos de acuerdo con un acido nucleico de vector tal
como se muestra en las Fig. 1y 2

Numeracién Elemento genético

enlasFig.1y

2

1 Promotor del casete de expresion (POI) (representado por la flecha blanca). Es, p. €j., un
promotor/potenciador de CMV.

2 Intron del casete de expresion (POI) (representado por el recuadro rayado). Es, p. €j., un intrén RK,
tal como se ha descrito anteriormente.

3 Polinucleétido que codifica un polipéptido de interés, que se inserta en el casete de expresion (POI)

(representado por la flecha negra). De acuerdo con la realizacion mostrada, es la cadena ligera de un
anticuerpo monoclonal (mAB-LC).

4 Sitio de PoliA del casete de expresion (POI) (representado por el recuadro cuadriculado). Es, p. €j.,
un sitio de PoliA de SV40.
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5 Promotor del casete de expresion (POI') (representado por la flecha blanca). Es, p. ej., un
promotor/potenciador de CMV.

6 Intron del casete de expresion (POI') (representado por el recuadro rayado). Es, p. €j., un intrén RK,
tal como se ha descrito anteriormente.

7 Polinucleétido que codifica un polipéptido de interés adicional, que se inserta en el casete de
expresion (POI') (representado por la flecha negra). De acuerdo con la realizacién mostrada, es la
cadena pesada de un anticuerpo monoclonal (mAB-HC).

8 Sitio de PoliA del casete de expresion (POI') (representado por el recuadro cuadriculado). Es, p. €.,
un sitio de PoliA de SV40.

9 Promotor del casete de expresion (MSM) (representado por la flecha blanca). Es, p. €j., un
promotor/potenciador de SV40.

10 Gen que codifica el marcador seleccionable de mamifero del casete de expresion (MSM)
(representado por la flecha cuadriculada). Es, p. €j., el gen neo.

11 Sitio de PoliA del casete de expresion (MSM) (representado por la barra). Es, p. €j., un sitio de PoliA
sintético tal como se ha descrito anteriormente.

12 Casete de expresion PSM (representado por la flecha rayada). Puede, p. e€j., comprender un gen
marcador seleccionable procariético que proporcione una resistencia frente a la ampicilina.

13 Sitio de restriccion para la linealizacion (representado por la barra). Dicho sitio es preferentemente un
sitio de restriccion unico.

14 Promotor del casete de expresién (MASM) (representado por la flecha blanca). Es, p. €j., un promotor
de SV40.

15 Gen que codifica el marcador seleccionable amplificable de mamifero del casete de expresion
(MASM) (representado por la flecha cuadriculada). Es, p. €j., el gen DHFR.

16 Intron en el casete de expresion (MASM) (representado por la barra). Este intron esta presente
opcionalmente.

17 Sitio de PoliA del casete de expresion (MASM) (representado por el recuadro cuadriculado). Es, p. €j.,
un sitio de PoliA de SV40.

Subsiguientemente, se proporcionan ejemplos adecuados para los elementos del vector descritos, que, sin embargo, no
son limitantes.

Como marcador seleccionable amplificable de mamifero se prefiere el uso de DHFR. Se proporciona un ejemplo adecuado
de un polinucledtido de DHFR de raton natural con la Seq. ID No. 5 que se utiliza preferentemente junto con las células
hospedadoras DHFR ~. Se proporciona una forma mutada adecuada de DHFR con la Seq. ID No. 6. Una forma mutada
respectiva se utiliza preferentemente junto con las células DHFR+. La Seq. ID No. 12 muestra un mutante de DHFR que
incluye un intrén adecuado para incrementar aun mas la presion de seleccion (véase anteriormente). También se pueden
utilizar variantes o fragmentos funcionales de las anteriores.

Como gen marcador seleccionable de mamifero se prefiere el uso de neo. Se proporciona una secuencia adecuada con
la Seq. ID No. 7. También se pueden utilizar variantes o fragmentos funcionales de esta.

Como secuencia promotora para dirigir la expresion del polipéptido de interés, se prefiere el uso de un promotor de CMV.
Se proporciona una secuencia adecuada con la Seq. ID No. 8. También se pueden utilizar variantes o fragmentos
funcionales de esta.

Como secuencia promotora para dirigir la expresion de los genes marcadores seleccionables MSM y MASM, se prefiere
el uso de un promotor de SV40. Se proporciona una secuencia adecuada con la Seq. ID No. 9. También se pueden utilizar
variantes o fragmentos funcionales de esta.

Como secuencia de poliadenilacion para los polipéptidos de interés y/o el MASM se puede utilizar un sitio de poliA de
SV40. Se muestra una secuencia adecuada como la Seq. ID No. 10. También se pueden utilizar variantes o fragmentos
funcionales de esta o una orientacién invertida (sitio de poliA tardio o temprano de SV40).

Como secuencia intrénica para el casete de expresion (POI) que codifica el polipéptido de interés, se puede utilizar un
intron Rk. Se proporciona una secuencia adecuada con la Seq. ID No. 11. También se pueden utilizar variantes o
fragmentos funcionales de esta.

Un sitio de poliadenilacion sintético que se puede utilizar, p. €j., junto con el marcador seleccionable de mamifero (MSM)
se muestra como la Seq. ID No. 13. También se pueden utilizar variantes o fragmentos funcionales de esta.
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Un marcador seleccionable bacteriano (PSM) adecuado es, p. €j., el gen de la beta-lactamasa que proporciona resistencia
a la ampicilina. Se proporciona una secuencia adecuada con la Seq. ID No. 14. También se pueden utilizar variantes o
fragmentos funcionales de esta.

Ademas, el acido nucleico de vector puede comprender al menos un sitio de clonaciéon multiple (MCS) para insertar, p.
€j., un polinucleétido que codifica un polipéptido de interés. MCS se puede proporcionar en 3'y 5' del polinucleétido que
codifica el polipéptido de interés. Se proporcionan sitios MCS adecuados como la Seq. ID No. 4 (preferentemente situada
en el sitio/region §') y la Seq. ID No. 15 (preferentemente situada en el sitio/region 3'). Estos sitios MCS se pueden utilizar,
p. €j., con el fin de introducir el polinucleétido que codifica el polipéptido de interés.

Se muestran acidos nucleicos de vector particularmente preferidos como la Seq. ID No. 1 (que comprende el gen DHFR
natural, dicho vector es particularmente util para el sistema DHFR-) y la Seq. ID No. 16 (que comprende un gen DHFR
mutado, dicho vector es particularmente Util para el sistema DHFR+).

EJEMPLOS

A continuacion, se describe la presente invenciéon por medio de ejemplos no limitantes, que constituyen, sin embargo,

realizaciones preferidas de la presente invencion. Los ejemplos que no conciernen a la invencion reivindicada son
unicamente a efectos ilustrativos.

I. Métodos de cultivo celular y transfeccion

Subsiguientemente, se describen, por medio de ejemplos, métodos apropiados para transfectar y cultivar las células
hospedadoras de acuerdo con la presente invencion para expresar un polipéptido de interés.

Ejemplo 1: Cultivo celular

Se cultivan células CHO en un medio de CHO adecuado tal como, p. ej., ExCell81134 (obtenido en SAFC Biosciences).
Las células se pasan 2-3 veces por semana a medio fresco y se mantienen en fase de crecimiento logaritmico a lo largo
del estudio.

Ejemplo 2: Estrategia de transfeccion

Para la transfeccion, se utilizan células CHO progenitoras en fase de crecimiento exponencial con una viabilidad superior
al 90%. Las transfecciones por lipofeccion se realizan utilizando el reactante DMRIE-C de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (Invitrogen). La cantidad de células se ajusta a 1x10° células en medio OptiMEM | (Invitrogen). Para la
lipofeccion, se mezclan 2 ug o 4 ug del vector de expresion y 4 pl del reactivo DMRIE-C durante 28 min a temperatura
ambiente y se afiaden a las células durante 4 h a 37°C. Las células se diluyen entonces hasta 2x10° células/ml de medio
de cultivo y se incuban durante 2 dias a 37°C y un 5 % de CO2.

Ejemplo 3: Seleccién con neomicina y amplificacion génica

El marcador de seleccidon de neomicina situado en el acido nucleico del vector de expresiéon permite seleccionar la
resistencia a G418. Para seleccionar los transfectantes, las células se cultivan en presencia de 0,8 mg/ml de G418
(Invitrogen) durante aproximadamente dos semanas. Dos semanas después de la transfeccion y seleccion con G418,
emergen poblaciones agrupadas que consisten predominantemente en células resistentes a G418. A continuacién se
cultivan las células en ausencia de nucleétidos durante aproximadamente dos semanas. Entonces se inicia la
amplificacion génica mediante la adicion de MTX 20 nM al medio de cultivo. Después de tres semanas de cultivo, se
genera una poblacion de células heterogéneas amplificadas. El marcador de seleccion/amplificacion de DHFR
(dihidrofolato--reductasa) permite la amplificacion del gen DHFR asi como del transgén mediante la adicion del analogo
al &cido félico metotrexato (MTX) a los medios de cultivo, lo cual da como resultado titulos mayores para las poblaciones
de la transfeccion. Después de recuperarse de la crisis, las poblaciones se someten entonces a un segundo y tercer paso
de amplificacién utilizando una concentracién mayor de MTX, cada uno durante aproximadamente dos semanas (MTX
100 nM y 500 nM). En cada paso, las células se congelan después de la recuperacion de las poblaciones.

Ejemplo 4: Establecimiento de lineas celulares clonales

Para obtener una linea celular clonal (es decir, una linea celular derivada de una unica célula), la poblacion de células
transfectadas de forma estable se puede diluir y sembrar en placas de 96 pocillos con una densidad celular de 0,3 - 0,5
células por pocillo (dilucion limitada). Se aumenta la escala de las células que forman una colonia distinta utilizando
procedimientos estandar. Eventualmente, se evaluan los clones individuales para determinar la expresion del polipéptido
recombinante, siendo los mayores productores retenidos después del cultivo y andlisis. Entre estos candidatos, se elige
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la linea celular con las caracteristicas de crecimiento y productividad apropiadas para la produccion de la proteina
recombinante. La productividad habitualmente se puede mejorar ain més estableciendo/adaptando las condiciones de
cultivo, es decir, afiadiendo aditivos tales como peptonas.

Il. Construcciones de los vectores

Son factibles diversos ensamblajes de vectores de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion. Como los
elementos individuales del vector son conocidos en la técnica anterior, se pueden ensamblar vectores adecuados, p. €j.,
mediante secuenciacion o amplificaciéon y la clonacién apropiada de los elementos genéticos basicos y casetes de
expresion en la orientacion deseada. Los respectivos métodos de clonacion son estado de la técnica y en la técnica
anterior también se describe la secuencia de los elementos genéticos descritos anteriormente. Subsiguiente, se describe
la generacion de varios constructos de vectores a modo de ejemplo. Sin embargo, los expertos en la técnica entienden
que otras realizaciones y formas diferentes de obtener los respectivos vectores son adecuadas y que se puede disponer
de ellas facilmente.

Con el fin de facilitar la comprension de la disposicion de los constructos de vectores descritos en la presente a modo de
ejemplo y sus vectores precursores, las tablas 1 y 2 proporcionan un resumen sobre los elementos genéticos principales
comprendidos en estos vectores, su orden y orientacion. Evidentemente, sélo se muestran los elementos principales, los
vectores, sin embargo, pueden comprender secuencias de esqueleto o elementos genéticos adicionales. Cada columna
en la tabla representa un constructo de vector. Desde la fila de arriba hasta la fila de abajo, se enumeran los elementos
genéticos de los casetes de expresion en el orden de su disposicion y su orientacion en el vector. Como los vectores
descritos son circulares, el elemento que se muestra en la ultima fila de cada columna es, de hecho, adyacente al elemento
genético que se muestra en la primera fila (evidentemente, puede haber secuencias de esqueleto presentes). La
orientacion de cada elemento genético esta indicada por las flechas. La punta de la flecha apunta a la direccién 3’ del
elemento genético respectivo.

Tabla 2 - orden de los elementos genéticos en los vectores precursores

pBW133

10416bp

pBW139

9213bp

pBW146

9247bp

pBW159

11122bp

Prom/pot de CMV —

Prom/pot de CMV —

Prom/pot de CMV, que
comprende un sitio de
restriccion de  Spel

Prom/pot de CMV —

(153) —
Intrén RK — Intrén RK — Intrén RK — Intrén RK —
mAB -LC — mAB-LC — mAB-LC — mAB-LC —
MCS | MCS MCS MCS

PoliA de SV40—

PoliA de SV40—

PoliA de SV40—

PoliA de SV40—

Sitio de restriccion de

Prom/pot de CMV —

Prom/pot de CMV que

Prom/pot de CMV —

Dralll (2365) comprende un sitio de
restriccion de  Spel
(2519) —
DHFR* que porta un | Intron RK — Intrén RK — Intrén RK —
sitio de restriccion de
Scal (2870);
orientacion inversa «—
Prom/pot de SV40; | MCS MCS2 mAB-HC —
orientacion inversa «—
Sitio de restriccion de | mAB-HC — mAB-HC — MCS
Dralll (3651)
Prom/pot de SV40 —» | MCS MCS Promotor de T3

Neo —

PoliA de SV40—

Promotor de T3

PoliA de SV40—

Prom/pot de CMV —

Regidn del fago f1 que
comprende un sitio de
restriccion de Dralll
(5456) —

PoliA de SV40—

Regidn del fago f1 —

Intron RK —

Prom/pot de SV40 —

Regién del fago f1 —

Prom/pot de SV40 —

MCS2

Neo —

Prom/pot de SV40 que
comprende un origen

Neo —
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minimo de replicacion

de SV40 —
mAB-HC — PoliA de SV40— Neo — PoliA sint
PoliA de SV40— Amp que comprende | PoliA sint Amp —
un sitio de restriccion
de Scal (7828) —
Amp que porta Scal | Sitio de restriccion de | Amp — 3 sitios de pA
(9031) — Bglll (9209),
respecto al prom/pot
de CMV
Sitio de restriccion de | intron

Bgll  (9243),

de CMV

5

adyacente al prom/pot

DHFR; orientacion inversa «

Prom de SV40; orientacion
inversa <«

Sitio de restriccion de Swal
(11113)

Tabla 3 - orden de los elementos genéticos en los vectores de expresion
pBW147 pBW154 pBW160
11053bp 11109bp 11122bp
Prom/pot de CMV, que comprende un sitio de | Prom/pot de CMV Prom/pot de CMV
restriccion de Spel (153)
— —
N
Intrén RK — Intron RK — Intron RK —
mAB-LC — mAB-LC — mAB-LC —
PoliA de SV40— PoliA de SV40— PoliA de SV40—
Prom/pot de CMV que comprende un sitio de | Prom/pot de CMV — Prom/pot de CMV —
restriccion de Spel (2519) —
Intrén RK — Intron RK — Intron RK —
mAB-HC — mAB-HC — mAB-HC —
PoliA de SV40— PoliA de SV40— PoliA de SV40—
Prom/pot de SV40 — Prom/pot de SV40 — Prom/pot de SV40 —
Neo — Neo — Neo —
PoliA sint PoliA sint PoliA sint
Amp — Amp — Amp —
Sitio de restriccion de Swal (9288) Sitio de restriccion de | Sitio de restriccion de Swal
Swal (9243) (9256)
Prom/pot de SV40 — Prom de SV40 — Prom de SV40 —
DHFR* — DHFR — DHFR —
Sitio de pA de Bgh — Intréon Intrén
PoliA de SV40 PoliA de SV40

Las abreviaturas en las tablas 1 a 3 anteriores y en las Figs. 1 y 2 tienen los significados habituales como sera evidente
para un experto en la técnica y tal como se han descrito anteriormente, y tienen en particular los siguientes significados:

MCS = sitio de clonacién multiple
mAB-HC = cadena pesada de anticuerpo monoclonal

mAB-LC = cadena ligera de anticuerpo monoclonal
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intrén = véase Grillari et al., 2001, 3. Biotechnol. 87, 59-65
prom/pot = promotor/potenciador

Ejemplo 5: Construccion del vector de expresiéon pBW147

En este procedimiento, se evalla la configuracion en tandem de genes de mAB y DHFR* (variante mutada que tiene una
sensibilidad menor a MTX que la DHFR natural) combinada con el sitio de pA de bgh. El casete de DHFR* esta ubicado
en 5' antes del casete de expresion (POI), que comprende la mAB-LC, de modo que todos los marcos abiertos de lectura
estén ubicados en una direccion de lectura. El ensamblaje de pBW147 se muestra en la tabla 3.

pBW147 se puede construir a partir de pBW133 (remitase a la tabla 2). La construccion de pBW147 se describe en la
presente.

Construccion de pPBW133

Las construcciones de vectores descritas a continuacion se basan en el vector de expresion comercializado pCl-neo
(Promega Cooperation, EE. UU.). La secuencia de ADN completa es de acceso publico (Numero de acceso en el
GenBank/EMBL: U47120). Se introduce un sitio de clonacién multiple nuevo en pCineo.

Las dos hebras del sitio de clonacién multiple se sintetizan de novo. pClneo se corta con Nhel y Xmal. EI MCS viejo se
elimina mediante electroforesis en gel. El sitio de clonacién mdltiple nuevo se sintetiza de modo que los 4 nucleétidos
terminales del extremo 5' de la hebra de antisentido y el extremo 3' terminal de la hebra de ADN superior no se sinteticen.
Después de la hibridacién de ambas hebras, se crean extremos compatibles para Nhel y Xmal.

La secuencia de este sitio de clonacién multiple nuevo es la siguiente (véase la Seq. ID No. 2):

ApalSgrAl
Agel Pmel EcoRV PshAl
Eco0109I BstEll Pmlil BspEl Ascl

El plasmido resultante de la unién de pClneo con el MCS nuevo se considera pCl-neo-2 a efectos descriptivos. pCl-neo-
2 se modifica adicionalmente mediante la introduccién del intrén pRK de pRK5 (BD PharMingen). Por lo tanto, pCl-neo-2
se digiere con Apal. Se crean extremos romos mediante el tratamiento con polimerasa T4. A continuacion, el plasmido se
digiere con Ndel. pRK5 se digiere con Ndel y Nrul (cortadora de extremos romos). El fragmento que contiene el intrén RK
se aisla y se une con el esqueleto de pClneo2. El pladsmido resultante es pClneo2RK.

Para juntar ambos casetes de expresion en un vector, se puede obtener el vector pCIneoDHFR*-RK. pClneoDHFR*-RK
se obtiene como sigue:

El casete de expresion de DHFR* se amplifica mediante PCR a partir del vector pCHI-LC (vector de expresion de cadena
ligera de SP2/0 Simulect). Los cebadores son BB35
(GGGCACTACGTGCCGCGGATTTAAATGCGGCCGCATATGGTGCACT - Seq. ID No. 3) y BB36
(GGGCACGTAGTGTTTATTAGGGGAGCAGAGAACTTGAA - Seq. ID No. 4).

El fragmento de PCR se clona en pClneoRK a través de la digestion con Dralll de restriccion para dar el vector
pClneoDHFR*-RK. pCineoDHFR*-RK se abre por digestion con Eco0109I. A fin de crear extremos romos, se realiza
posteriormente un tratamiento con la enzima Klenow.

El casete de expresion de pClneo2RK se extirpa digiriendo el plasmido con Bglll, NgoMIV y Stul. Después de unir los dos
fragmentos, se crea el vector de expresion «vacio» pCHO2neoN. En pCHO2neoN se inserta el gen de la cadena ligera
de anticuerpo a través del sitio de restriccion de Mlul y Sall creando de este modo un constructo de vector, al que nos
referimos como pBW108. El gen de anticuerpo se amplifica, por lo tanto, utilizando cebadores que contienen los dos sitios
de restriccion.

La cadena pesada de mAB se inserta en pBW108 a través de la digestién con Pmel y Ascl del vector, para obtener de
este modo un constructo de vector que se considera pBW111 a efectos descriptivos. La cadena pesada se amplifica por
PCR con lo cual el extremo 5' genera extremos romos y el extremo 3' del gen contiene el sitio de restriccion de Ascl.

En pBW111, el extremo de la regién no traducida 5' de la cadena ligera se reemplaza porque hay un codén ATG adicional
presente delante del ADNc de la cadena ligera. Esto se consigue extirpando un fragmento Bglll / Mlul de pBW111 y
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reemplazandolo con el fragmento correcto. El nuevo plasmido se considera pBW133. pBW133 es el primer vector con
todos los genes en un plasmido. La disposicion de los genes es: LC — DHFR (direccion opuesta) — neo — HC (véase
también la tabla 2). Este vector es uno de los materiales de partida que se pueden utilizar para obtener vectores de
acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion. Sin embargo, es obvio que existen otras formas diversas de obtener
vectores respectivos.

Construccion de pBW139

El segundo constructo de vector que se puede utilizar para obtener pBW147 tiene la configuraciéon de pBW139. pBW139
se puede crear a partir de pBW115. Para la construccion de pBW115, se clona el gen de la cadena pesada en pClneoRK
(véase anteriormente). Por lo tanto, pClneoRK se digiere con Mlul y Nrul (cortadora de extremos romos), mientras que el
fragmento de PCR de la cadena pesada se digiere con Ascl (3') (compatible con Miul) y es romo en 5'. El plasmido
resultante se considera pBW115.

pBW115 se digiere con Scal y Bglll. A continuacion, se realiza un relleno con Klenow para crear extremos romos. El
casete de expresion de la cadena ligera se extirpa de pBW133 con Scal y Dralll. A fin de crear extremos romos, se realiza
un tratamiento con ADN--polimerasa T4. Como resultado de la unién se obtiene un vector que tiene una configuracion
como la de pBW139 (véase la tabla 2).

Ensamblaje de pBW147

Para obtener pBW147, se digiere pBW133 con Spel, Xhol. El fragmento que contiene partes del promotor de CMV vy la
primera parte de la cadena pesada se aisla y se une a pBW139, que también se corta con Spel, Xhol. En el vector
resultante, el casete de la cadena pesada se encuentra sin un codén ATG adicional perturbador. A fin de devolver la
cadena ligera al vector, se digiere pBW139 con Spel. El fragmento que contiene la LC se inserta en pBW148 que se abre
con Spel. El plasmido resultante tiene una configuracion como la de pBW146 (véase la tabla 2).

En pBW146, se inserta el gen DHFR de pBW112 (vector de expresion de otro proyecto). Sin embargo, el gen DHFR
también se podria haber obtenido de una fuente diferente, dependiendo del tipo de variante de DHFR deseada. pBW146
se digiere con Bglll. Posteriormente, el casete de DHFR se amplifica por PCR con cebadores que contienen los sitios de
restriccion de Bglll y BamHI. El fragmento de PCR se digiere con las dos enzimas y se inserta en el sitio de Bglll apropiado
de pBW146. El plasmido resultante tiene una configuracion como la de pBW147, donde todos los casetes de expresion
tienen la misma orientacion. La estructura se muestra en la tabla 3.

Este vector de expresion se puede utilizar para obtener transfecciones estables. A fin de aumentar ain mas el rendimiento
de la expresion, se puede elegir una variante de DHFR natural muy «sensible» a MTX, en la que también se deben de
adaptar las concentraciones de MTX de forma adecuada.

Ejemplo 6: Construccion del vector de expresiéon pBW154

Para este vector, se evaluan la configuracion en tdndem de los genes de mAB y el casete del gen DHFR de pSV2DHFR
(version natural de DHFR con alta sensibilidad a MTX). El casete de expresién de DHFR de pSV2DHFR (ATCC#374146)
se amplifica por PCR. El fragmento contenia el promotor y los sitios de poliA. Al igual que antes, los oligos tenian sitios
de restriccion de Bglll / BamHI. El casete de expresion de DHFR se inserta en el sitio de restriccién de Bglll de pBW146,
lo cual da como resultado un constructo de vector que tiene la misma estructura que pBW154. La estructura de pBW154
se muestra en la tabla 3 y se puede derivar de las Fig. 1 y 2 que muestran un ejemplo general de un constructo de vector
que tiene una estructura/configuracion general respectiva de los elementos genéticos. La secuencia de pBW154 se
proporciona como la Seq. ID No 1. El polinucleétido de la cadena ligera se marca como n (indicado en la solicitud de
prioridad con el marcador de posicién V), el polinucleétido de la cadena pesada se marca como n (indicado en la solicitud
de prioridad con el marcador de posicion Y) en la Seq. ID No. 1. Las caracteristicas de pBW154 se resumen en la Tabla
4. Evidentemente, también se pueden utilizar otros elementos del vector, p. ej., promotores diferentes, potenciadores
diferentes, sitios de PoliA diferentes y otros elementos tales como oris diferentes. Ademas, es posible intercambiar los
casetes de expresion para la cadena ligera y la pesada de la molécula de inmunoglobulina. Sin embargo, se prefiere la
seleccidn y disposicion mostrada de los elementos del vector. Tal como se indica anteriormente, también se pueden
utilizar fragmentos funcionales de moléculas de inmunoglobulina. Por lo tanto, las «nnn» indicadas solamente tienen
caracter ilustrativo y no indican ninguna restriccion de tamafio ya que puede haber secuencias de inmunoglobulina mas
grandes o mas pequefias presentes en la posicion correspondiente. Con el fin de facilitar la comparacién con las Figs. 1
y 2, que muestran la construccion general de vectores de la presente divulgacién, hemos indicado la numeracion de los
elementos correspondientes en las Figs. 1y 2.

Tabla 4
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Inicio de los | Fin Caracteristica Numeracioén
pares de bases correspondiente
enlas Fig. 1y 2

1 743 Prom/pot de CMV 1

857 1000 Intrén RK 2

1054 1766 mAB LC 3

1815 2036 PoliA de SV40 4

2367 3109 Prom/pot de CMV 5

3223 3366 Intrén RK 6

3452 4863 mAB HC 7

4931 5152 PoliA de SV40 8

5766 6184 Prom de SV40 9

6229 7024 Neomicina--fosfotransferasa | 10

7087 7135 PoliA sintético 11

7546 8406 Gen de resistencia a | 12
antibiético betalactamico

9243 Sitio de linealizacion Unico 13

9422 9617 Prom de SV40 14

9640 10204 DHFR 15

9776 10426 Intréon (Donante — Aceptor) 16

10909 11098 PoliA de SV40 17

Todos los elementos genéticos estan dispuestos en la misma orientacién §' a 3'. Con este constructo de vector que utiliza
una DHFR natural, la amplificaciéon génica tal como se ha descrito anteriormente funciona de forma muy eficiente. El titulo
en un experimento por lotes estandar se puede incrementar en 10-20 veces. En la presente, se observa un gran
incremento en el titulo de expresién de anticuerpos tras la amplificacion con MTX. Partiendo del tratamiento con G418, a
lo largo del tratamiento sin nucleétidos hasta diversas concentraciones diferentes con MTX (MTX 20 y 100 nM), el titulo
aumenta de forma constante y considerable. Sin embargo, la utilizaciéon de concentraciones mucho mas altas de MTX (p.
ej., MTX 500 nM) no suele aportar ventajas adicionales con células CHO, aunque se pueden utilizar concentraciones altas
respectivas. Los titulos de anticuerpos obtenidos para poblaciones a lo largo del proceso de seleccion/amplificacion
variaban de 2 a més de 60 mg/L cuando se utilizaban procedimientos de cultivo estandar. Los titulos de expresion se
pueden incrementar aun mas al establecer lineas celulares clonales a partir de las poblaciones y utilizar medios
personalizados para mejorar la expresion celular ya que el titulo obtenible también depende el medio utilizado.

Ejemplo 7: Construccion del vector de expresién pBW160

Los experimentos también demuestran que la orientacion del gen DHFR en el vector es decisiva. En pBW146 (véase
anteriormente), hay un sitio de restriccion de EcoRlI presente. Con el fin de que EcoRI sea la Unica cortadora presente en
el vector de expresion final, el sitio se puede eliminar digiriendo pBW146 con EcoRl, relleno de Klenow y relegacion. Esto
da como resultado un plasmido que tiene una configuracion como la de pBW158 (no se muestra). El casete de DHFR se
puede integrar en pBW158, tal como se ha descrito anteriormente. Dado que ambas orientaciones (orientacién como la
que se muestra en pBW159 y pBW160, véanse las tablas 2 y 3) se generan de forma automatica, se pueden evaluar
ambas para determinar los niveles de expresion. Nuestros resultados muestran un rendimiento superior de la
configuracion con todos los marcos abiertos de lectura orientados en una direccion de lectura 5' a 3'.

Los vectores que tienen una configuracién como la del vector pBW159 (véase la tabla 2), donde la orientacion de DHFR
es en orden inverso de los genes de mAB habitualmente muestran solamente titulos de expresion muy bajos, incluso
después de la amplificacién con MTX (habitualmente menos de 1mg/L). Los vectores que tienen un disefio como el de
pBW160 (véase la tabla 3), donde la orientacion de DHFR esta en el marco con los genes de mAB, pueden proporcionar
titulos de anticuerpos mas altos de mas de 5 mg/L e incluso mas de 10 o incluso mas de 15 mg/L (obtenibles a partir de
las poblaciones). Nuevamente, al establecer una linea celular clonal y al utilizar un medio de alto rendimiento, el
rendimiento de titulo se puede incrementar ain mas cuando se utilizan los constructos de vectores de acuerdo con la
presente invencion.

Estos experimentos pueden demostrar la ventaja de la «configuracion en el marco» de los marcadores de seleccién y los
genes que codifican mAB tal como se utilizan de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion. Este resultado
respalda el descubrimiento de que la orientacion 5' a 3' de los elementos del vector es un factor importante para vectores
de alta expresion. Ademas, la estabilidad de la expresion es muy favorable con los vectores de expresion de acuerdo con
la presente invencion.
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La configuracion del vector de acuerdo con la presente invencién permite la generacion sencilla de poblaciones celulares
con productividades altas especificas para las células. Son elementos clave la orientacién 5' a 3', las variantes de DHFR
elegidas y la ubicacion del marcador de seleccién de DHFR en el vector asi como la disposicion de los genes de anticuerpo
y el segundo marcador de seleccion (neo) en el plasmido. El vector también se puede utilizar para la produccién de
proteinas o péptidos que no sean anticuerpos. Tal como se ha descrito anteriormente, con ligeras adaptaciones del casete
de DHFR, este sistema también se puede utilizar para la amplificacion génica en la linea celular CHO-K1PD positiva para
DHFR. Para la amplificacion génica en células hospedadoras DHFR?, se utiliza una versién mutada del gen DHFR (véase
anteriormente). El casete de expresiéon de DHFR completo de un vector que comprende una version mutada del gen
DHFR tal como pBW117 se puede amplificar por PCR con cebadores que incorporen un sitio de BamH|. Este fragmento
se clona entonces en el sitio de Bglll de pBW158 lo cual da como resultado el vector pBW165. Con vectores que tienen
una configuracion como la de pBW165 que comprenden un gen DHFR mutado (y continda con otros anticuerpos), se
pueden generar lineas celulares de alto rendimiento en la célula hospedadora CHO-K1-PD, que es una linea celular
DHFR*. Un ejemplo de una secuencia de vector respectiva se proporciona como la Seq. ID No. 16. Evidentemente,
también se pueden utilizar elementos del vector diferentes a los que se muestran, p. €j., promotores diferentes,
potenciadores diferentes, sitios de PoliA diferentes y/u otros elementos tales como, p. €j., oris diferentes. Ademas, es
posible intercambiar los casetes de expresién para la cadena ligera y la pesada de la molécula de inmunoglobulina. Sin
embargo, se prefiere la seleccion y disposicion mostrada de los elementos del vector. Como se indica anteriormente, a
partir del vector se pueden expresar moléculas de inmunoglobulina completas asi como fragmentos funcionales de
moléculas de inmunoglobulina. En la Seq. ID No. 16 solamente se indica como sitio de insercién el sitio donde se puede
situar/insertar la secuencia de inmunoglobulina respectiva en el vector de expresion final. Cualesquiera secuencias de
inmunoglobulina pueden estar presentes en la posicion correspondiente. Es mas, como se indica anteriormente, también
es posible expresar polipéptidos de interés diferentes.

Ejemplo 8: Produccién a pequeina escala de anticuerpos con células CHO transfectadas

Para el andlisis en cultivos en suspension, se siembran células con una densidad de 1x105 células/ml en 50 ml de medio
ExCell81134 (SAFC Biosciences) en un matraz de cultivo de fondo redondo de 250 ml con tapa de filtro. Las células se
agitan a 65 rpm en un agitador/incubador ISF-4-W de Kuhner a 37°C en un entorno de un 10 % de CO2 a lo largo de la
duracion del estudio. Se proporcionan alimentaciones individuales con soluciones patentadas de acuerdo con un esquema
de alimentacion fijo que comienza el 4.° dia de la expansion celular. El 13.° dia , se extraen muestras de 1 ml y se mide
el titulo utilizando HPLC estandar y una columna de proteina A.

El sobrenadante del cultivo celular resultante de los cultivos en matraces oscilantes de los mejores clones se purifica
mediante cromatografia de afinidad con proteina A.

Ejemplo 9: Purificacién con proteina A del anticuerpo expresado

Para la purificacion con proteina A se cargan aproximadamente 27 mL de sobrenadante de cultivo sin células que
contienen aproximadamente 32,4 mg de anticuerpo en una columna de afinidad MabSelect de 0,5x10 cm. Tras la carga,
la columna se enjuaga y lava suficientemente. A continuacion se eluye el anticuerpo a pH 3-4. El eluato se analiza con
HPLC estéandar utilizando una columna de proteina A. Se obtienen aproximadamente 30,5 mg de anticuerpo.

lll. Ejemplos de productividades especificas para las células y rendimientos

Los clones que se seleccionan después de la expansion clonal se evalUan para determinar su productividad.

Ejemplo 10: Expresién de un anticuerpo 1gG1

Se expresa un anticuerpo IgG1. Se cultivan los clones en el medio comercializado ExCell81134 (SAFC Biosciences). Se
afiaden soluciones de alimentacion y aditivos convencionales tales como peptona. Se pueden obtener tasas de
productividad altas cuando se utiliza el vector de acuerdo con al presente invencion:

Clon Qp
(pg/célula/dia)

1 114

2 91

3 103

Qp = productividad especifica para las células.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2784926 T3

Ejemplo 11: Expresién de un anticuerpo IgG1 y un anticuerpo 1gG4

Se expresan un anticuerpo IgG1 y un anticuerpo IgG4. Los clones se cultivan en un medio de cultivo apropiado. Se afiaden
soluciones de alimentacion y aditivos convencionales tales como peptona. Se pueden obtener tasas de productividad

altas cuando se utiliza el vector de acuerdo con al presente invencion:

Clon Anticuerpo IgG1 Anticuerpo IgG4
Qp Qp
(pg/célula/dia) (pg/célula/dia)

1 76
96

3 73

Qp = productividad especifica para las células.

Ejemplo 12: Producto a gran escala de polipéptidos con células CHO transfectadas

La produccién de polipéptidos a gran escala se puede llevar a cabo, por ejemplo, en biorreactores de agitacion por ondas,
de vidrio o de acero inoxidable. Con ese fin, las células se expanden, habitualmente partiendo de un unico vial congelado,
por ejemplo, un vial de un banco de células patrén. Las células se descongelan y se expanden a lo largo de varios pasos.
Se inoculan biorreactores de diferente escala con cantidades apropiadas de células. La densidad celular se puede
aumentar afiadiendo soluciones de alimentacion y aditivos al biorreactor. Las células se mantienen con una viabilidad alta
durante un periodo prolongado. A gran escala se consiguen titulos de producto en el reactor que oscilan de unos pocos
cientos de miligramos por litro a varios gramos por litro. La purificaciéon se puede llevar a cabo mediante metodologia de
cromatografia estandar, que puede incluir pasos de cromatografia de afinidad, intercambio iénico, interaccion hidréfoba o
exclusién por tamafo. El tamafio del biorreactor puede ser de un volumen de hasta varios miles de litros en la escala final
(véase también, p. ej., F. Wurm, Nature Biotechnology Vol. 22, 11, 2004, 1393-1398).

Ejemplo 13: Estrategia de clonacion para introducir nuevos genes de anticuerpo en los vectores

Una estrategia - entre otras - para insertar nuevos polipéptidos de interés es la siguiente (explicada a modo de ejemplo
utilizando un vector que tiene una configuracién como la de pBW154):

Clonacién del gen de la cadena ligera

El gen de la cadena ligera se puede amplificar por PCR con cebadores que introducen un sitio de Mlul 5' del codon ATG
y un sitio de Sall 3' del gen. El producto de PCR se introduce en pBW154 a través de estas dos enzimas de restriccion.
Esto conduce a un vector intermedio que consiste en solamente la cadena ligera.

Clonacién del gen de la cadena pesada

El gen de la cadena pesada se puede amplificar por PCR con cebadores que introducen un extremo romo para la
utilizacion del sitio de Nrul 5' del codon ATG del vector y un sitio de Xbal 3' del gen. El producto de PCR se introduce en
pBW154 a través de estas dos enzimas de restriccion. Esto conduce a un vector intermedio con la cadena ligera vieja y
la cadena pesada nueva.

Ensamblaje del vector final

El fragmento que contiene la mAB-HC nueva se extirpa del vector de HC a través de la digestidon con Sall. Se inserta
entonces en el vector intermedio de LC a través de Sall para dar como resultado el nuevo vector de LC-HC final.
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tgtcccaaga
agttcaagta
tgattatggg
gaattaatat
ccaaaagttt
acatggtttg
acctcagact
aaattgattt
aggaggaaaa
atgctttcaa
tttgctgget
aactacctac
ttaaactact
gggagcagtg
ctagtgatga
aggtagaaga
ttagtaatag
tatacaagaa
atcataacat
atgctcaaaa
tgatgtatag
cttgctttaa
gttgttgtta

aatttcacaa

Artificial

Sitio I de MCS

aagtccccag
accatagtcce
tcteecgecee
tctgagctat
ctttatcecce
tatggggatt
cttccaaaga
taggaaaacc
agttctcagt
ggatgatgcc
gatagtcgga
ctttgtgaca
ggggaaatat
aggcatcaag
gttctctget
ttagatcttt
agagatttaa
gattctaatt
gtggaatgcce
tgaggctact
ccccaaggac
aactcttgcet
aattatggaa
actgtttttt
attgtgtacc
tgccttgact
aaaacctccc
acttgtttat

ataaagcatt
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gctecccecage
cgcccectaac
atggctgact
tccagaagta
gctgccatca
ggcaagaacg
atgaccacaa
tggttctcca
agagaactca
ttaagactta
ggcagttctg
aggatcatgc
aaacttctcc
tataagtttg
ccectectaa
gtgaaggaac
agctctaagg
gtttgtgtat
tttaatgagg
gctgactcte
tttccttecag
tgctttgeta
aaatattctg
cttactccac
tttagectttt
agagatcata
acacctccce
tgcagcttat

tttttcactg

aggcagaagt
tecegecceate
aatttttttt
gtgaggaggce
tggttcgacce
gagacctacc
cctecttcagt
ttcctgagaa
aagaaccacc
ttgaacaacc
tttaccagga
aggaatttga
cagaataccc
aagtctacga
agctatgcat
cttacttctg
taaatataaa
tttagattcc
aaaacctgtt
aacattctac
aattgctaag
tttacaccac
taacctttat
acaggcatag
taatttgtaa
atcagccata
ctgaacctga
aatggttaca

cattctagtt

29

atgcaaagca
ccgeccctaa
atttatgcag
ttttttggag
attgaactgce
ctggecctceeg
ggaaggtaaa
gaatcgacct
acgaggagct
ggaattggca
agccatgaat
aagtgacacg
aggcgtecte
gaagaaagac
ttttataaga
tggtgtgaca
atttttaagt
aacctatgga
ttgctcagaa
tcctccaaaa
ttttttgagt
aaaggaaaaa
aagtaggcat
agtgtctgcet
aggggttaat
ccacatttgt
aacataaaat
aataaagcaa

gtggtttgaa

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11109



ctagggccca ccggtgaccg tttaaacacg tgatatccgg acaattgtcg gcgecgecgg 59

<210> 3

<211> 46
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 3

Artificial

Cebador

ES 2784926 T3

gggcactacg tgccgcggat ttaaatgcgg ccgcatatgg tgcact

<210> 4

<211> 38
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 4

Artificial

Cebador

gggcacgtag tgtttattag gggagcagag aacttgaa

<210> 5

<211> 564
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 5
atggttcgac

ggagacctac
acctcttcag
attcctgaga
aaagaaccac
attgaacaac
gtttaccagg
caggaatttg
ccagaatacc

gaagtctacg
<210> 6

<211> 564
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 6

Artificial

DHFR natural

cattgaactg
cctggectee
tggaaggtaa
agaatcgacc
cacgaggagc
cggaattgge
aagccatgaa
aaagtgacac
caggcgtcect

agaagaaaga

Artificial

Mutante de DHFR

catcgtcgee
gctcaggaac
acagaatctg
tttaaaggac
tcattttett
aagtaaagta
tcaaccaggce
gtttttccca
ctctgaggtce

ctaa

gtgtcccaag
gagttcaagt
gtgattatgg
agaattaata
gccaaaagtt
gacatggttt
cacctcagac
gaaattgatt

caggaggaaa

38

atatggggat
acttccaaag
gtaggaaaac
tagttctcag
tggatgatgce
ggatagtcgg
tectttgtgac
tggggaaata

aaggcatcaa

30

46

tggcaagaac
aatgaccaca
ctggttctece
tagagaactc
cttaagactt
aggcagttct
aaggatcatg
taaacttctc

gtataagttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

564



atggttcgac
ggagaccgac
acctcttcag
attcctgaga
aaagaaccac
attgaacaac
gtttaccagg
caggaatttg
ccagaatacc

gaagtctacg
<210> 7

<211> 795
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 7
atgattgaac

ggctatgact
gcgcaggggce
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggcggetge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc

ggccgetttt
atagcgttgg

ctcgtgettt

gacgagttcet
<210> 8

<211> 743
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 8

cattgaactg
cctggectee
tggaaggtaa
agaatcgacc
cacgaggagc
cggaattggce
aagccatgaa
aaagtgacac
caggcgtcect

agaagaaaga

Artificial

aagatggatt
gggcacaaca
gcceggttet
cagcgceggcet
tcactgaagce
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctegegee
tcgtcecgtgac

ctggattcat
ctacccgtga

acggtatcge

tctga

Artificial

Promotor de CMV

catcgtcgee
gctcaggaac
acagaatctg
tttaaaggac
tcattttett
aagtaaagta
tcaaccaggce
gtttttccca
ctctgaggtce

ctaa

gcacgcaggt
gacaatcggce
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgctectgece
tcecggectace
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcgat

cgactgtggce
tattgctgaa

cgctcccgat
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gtgtcccaaa
gagttcaagt
gtgattatgg
agaattaata
gccaaaagtt
gacatggttt
cacctcagac
gaaattgatt

caggaggaaa

Gen de resistencia a neomicina

tctececggecg
tgetcectgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgcectat
gagaaagtat
tgcccattceg
ggtcttgteg
ttegecagge
gcectgettge

cggctgggtg
gagcttggeg

tcgcagegea

atatggggat
acttccaaag
gtaggaaaac
tagttctcag
tggatgatgce
ggatagtcgg
tctttgtgac
tggggaaata

aaggcatcaa

cttgggtgga
ccgecegtgtt
ccggtgecect
gcgttcecttg
tgggcgaagt
ccatcatggce
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggegeg
cgaatatcat

tggcggacceg
gcgaatgggce

tcgecttcta

31

tggcaagaac
aatgaccaca
ctggttctece
tagagaactc
cttaagactt
aggcagttct
aaggatcatg
taaacttctc

gtataagttt

gaggctattc
ccggetgtea
gaatgaactg
cgcagcetgtg
gccggggcag
tgatgcaatg
gaaacatcgc
tctggacgaa
catgeccegac
ggtggaaaat

ctatcaggac
tgaccgcettce

tcgecttett

60

120

180

240

300

360

420

480

540

564

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
720

780

795



tcaatattgg
ttggccattg
aatatgaccg
gtcattagtt
gcectggetga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgcccecattg

tcgtttagtg
<210> 9

<211> 419
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 9
gcgcagcace

gcggaaagaa
cagcaggcag
cceccaggcete
tagtccegee

cgccceccatgg
agctattcca
<210> 10

<211> 222
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 10
cagacatgat

aatgctttat
ataaacaagt

gggaggtttt
<210> 11

<211> 200
<212> ADN
<213>
<220>

ccattagcca
catacgttgt
ccatgttgge
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
ccegectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttgge
acgcaaatgg

aaccgtcaga

Artificial

atggcctgaa
ccagctgtgg
aagtatgcaa
cccagcaggce
cctaactceg

ctgactaatt
gaagtagtga

Artificial

Sitio de poliA

aagatacatt
ttgtgaaatt
taacaacaac

ttaaagcaag

Artificial

tattattcat
atctatatca
attgattatt
atatggagtt
acccccgecce
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggceg

tecg

Promotor de SV40

ataacctctg
aatgtgtgtc
agcatgcatc
agaagtatgc
cccatcecege

ttttttattt
ggaggctttt

de SV40

gatgagtttg
tgtgatgeta
aattgcattc

taaaacctct
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tggttatata
taatatgtac
gactagttat
ccgcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt

tgtacggtgg

aaagaggaac
agttagggtg
tcaattagtc
aaagcatgca
ccctaactcee

atgcagaggce
ttggaggecct

gacaaaccac
ttgetttatt
attttatgtt

acaaatgtgg

gcataaatca
atttatattg
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccecectattg
ttatgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc

gaggtctata

ttggttaggt
tggaaagtcc
agcaaccagg
tctcaattag
gcccagttece

cgaggccgec
aggettttge

aactagaatg
tgtaaccatt
tcaggttcag

ta

32

atattggcta
gctcatgtcece
caattacggg
taaatggccce
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttecctacttg
ggcagtacat
ccattgacgt
gtaacaactc

taagcagagc

accttctgag
ccaggctcce
tgtggaaagt
tcagcaacca
gcccattcte

tcggectcetg
aaaaagctt

cagtgaaaaa

ataagctgeca

ggggagatgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

743

60
120
180
240
300

360
419

60

120

180

222



<223> Intrén RK

<400> 11
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ttggaacgcg gattcccegt gccaagagtg acgtaagtac cgcctataga gtctatagge

ccaccecectt ggettegtta gaacgegget acaattaata cataacctta tgtatcatac

acatacgatt taggtgacac tatagaataa catccacttt gcctttctcet ccacaggtgt

ccactcccag
<210> 12

<211> 942
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 12
atggttcgac

ggagaccgac
acctcttcag

attcctgaga
aaagaaccac

attgaacaac
gtttaccagg
caggaatttg
ccagaatacc
gaagtctacg
aagctatgca
tgctgectga
caggaaacca
acgatggcceg
ttggacaaac

taatgtgtta
<210> 13

<211> 49

<212> ADN
<213>
<220>
<223>

<400> 13

aataaaatat ctttattttc attacatctg tgtgttggtt ttttgtgtg

<210> 14
<211> 861
<212> ADN

gtccaactge

Artificial

cattgaactg
cctggectee
tggaaggtaa

agaatcgacc
cacgaggagc

cggaattgge
aagccatgaa
aaagtgacac
caggcgtcect
agaagaaaga
tttttataag
ggctggacga
gcagcggcta
ctttggtcceg
tacctacaga

aactactgat

Artificial

Sitio de poliA

caracteristica miscelanea
(565)..(942)
intrén

catcgtcgee
gctcaggaac
acagaatctg

tttaaaggac
tcattttcett

aagtaaagta
tcaaccaggc
gtttttecceca
ctctgaggte
ctaacaggaa
accatggggg
cctecgeggag
tcegegeatce
gatctttgtg
gatttaaagc

tctaattgtt

sintético

Mutante de DHFR que incluye introdn

gtgtcccaaa
gagttcaagt
gtgattatgg

agaattaata
gccaaaagtt

gacatggttt
cacctcagac
gaaattgatt
caggaggaaa
gatgctttca
atgctcgatc
ttctaccgge
catgccceceg
aaggaacctt
tctaaggtaa

tgtgtatttt

atatggggat
acttccaaag
gtaggaaaac

tagttctcag
tggatgatgce

ggatagtcgg
tctttgtgac
tggggaaata
aaggcatcaa
agttctctge
ccctegegag
agtgcaaatc
aactgcagga
acttctgtgg
atataaaatt

ag

33

tggcaagaac
aatgaccaca
ctggttctce

tagagaactc
cttaagactt

aggcagttct
aaggatcatg
taaacttctc
gtataagttt
tccectecta
ttggttcagce
cgtcggecatce
gtggggaggc
tgtgacataa

tttaagtgta

49

60

120

180

200

60

120

180

240
300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

942



<213> Artificial
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<220>

<223> Gen de resistencia a antibidético betalactamico

<400> 14

atgagtattc aacatttccg tgtcgccctt attccctttt ttgeggcatt ttgecttect 60
gtttttgecte acccagaaac gctggtgaaa gtaaaagatg ctgaagatca gttgggtgca 120
cgagtgggtt acatcgaact ggatctcaac agcggtaaga tccttgagag ttttcgecce 180
gaagaacgtt ttccaatgat gagcactttt aaagttctgec tatgtggege ggtattatcce 240
cgtattgacg ccgggcaaga gcaactcggt cgccgcatac actattctca gaatgacttg 300
gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg gcatgacagt aagagaatta 360
tgcagtgctg ccataaccat gagtgataac actgcggcca acttacttct gacaacgatce 420
ggaggaccga aggagctaac cgcttttttg cacaacatgg gggatcatgt aactcgectt 480
gatcgttggg aaccggagct gaatgaagcc ataccaaacg acgagcgtga caccacgatg 540
cctgtagcaa tggcaacaac gttgcgcaaa ctattaactg gcgaactact tactctaget 600
tccecggecaac aattaataga ctggatggag gecggataaag ttgcaggacce acttcetgege 660
tcggecette cggetggetg gtttattget gataaatctg gageccggtga gegtgggtcet 720
cgcggtatca ttgcagcact ggggccagat ggtaagccct cccgtatcgt agttatctac 780
acgacgggga gtcaggcaac tatggatgaa cgaaatagac agatcgctga gataggtgcce 840
tcactgatta agcattggta a 861
<210> 15

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sitio II de MCS

<400> 15

ctagcctcga gaattcacgc gtggtacctc tagagtcga 39

<210> 16

<211> 9210

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia del vector pBW165

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(743)

<223> Prom/pot de CMV

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (825)..(1024)

<223> Intrén RK

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (857)..(1000)

<223> Regidn del intrdén RK que se elimina tras la expresidn

<220>

<221> variacion

34



222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<220>
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(1e53)..(1054)
insercién de mAB LC o fragmento funcional de esta

caracteristica miscelanea
(1101)..(1322)
SV40polyA

caracteristica misceléanea
(1653)..(2395)
Prom/pot de CMV

caracteristica misceléanea
(2477)..(2676)
Intrén RK

caracteristica miscelanea
(2509)..(2652)
region del introén RK que se empalma tras la expresion

variacion
(2750)..(2751)
insercién de mAB HC o fragmento funcional de esta

caracteristica miscelanea
(2817)..(3038)
SV40polyA

caracteristica miscelanea
(3133)..(3588)
Region f1

caracteristica miscelanea
(3652)..(4070)
Prom de SV40

caracteristica misceldnea
(3968)..(4033)
origen minimo de replicacidn

caracteristica misceléanea
(4115)..(4909)
Gen de la neomicina--fosfotransferasa

caracteristica misceléanea
(4973)..(5021)
poliA sintético

caracteristica miscelanea
(5432)..(6292)
Resistencia a antibidético betalactamico

caracteristica miscelanea

(7170)..(7508)
Prom de SV40

35
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<221> caracteristica misceldnea

<222> (7585)..(8148)

<223> Mutante de DHFR

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (8149)..(8526)

<223> intrén de mutante de DHFR

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (9010)..(9205)

<223> poliA de SV40

<400> 16

tcaatattgg ccattagcca tattattcat tggttatata gcataaatca atattggcta 60
ttggccattg catacgttgt atctatatca taatatgtac atttatattg gctcatgtcce 120
aatatgaccg ccatgttggc attgattatt gactagttat taatagtaat caattacggg 180
gtcattagtt catagcccat atatggagtt ccgecgttaca taacttacgg taaatggcecce 240
gcctggetga ccgeccaacg acccecgece attgacgtca ataatgacgt atgttcccat 300
agtaacgcca atagggactt tccattgacg tcaatgggtg gagtatttac ggtaaactge 360
ccacttggca gtacatcaag tgtatcatat gccaagtacg ccccctattg acgtcaatga 420
cggtaaatgg cccgecctgge attatgccca gtacatgace ttatgggact ttcectacttg 480
gcagtacatc tacgtattag tcatcgctat taccatggtg atgcggtttt ggcagtacat 540
caatgggcgt ggatagcggt ttgactcacg gggatttcca agtctccacc ccattgacgt 600
caatgggagt ttgttttggc accaaaatca acgggacttt ccaaaatgtc gtaacaactc 660
cgccccattg acgcaaatgg geggtaggeg tgtacggtgg gaggtctata taagcagage 720
tcgtttagtg aaccgtcaga tcgecctggag acgccatcca cgetgttttg acctccatag 780
aagacaccgg gaccgatcca gcctccgegg ccgggaacgg tgcattggaa cgcggattcce 840
ccgtgccaag agtgacgtaa gtaccgccta tagagtctat aggcccaccce ccttggettce 900
gttagaacgce ggctacaatt aatacataac cttatgtatc atacacatac gatttaggtg 960
acactataga ataacatcca ctttgccttt ctctccacag gtgtccactc ccaggtccaa 1020
ctgcacctecg gttctatcga aaacgcegtcc accgtcgace cgggecggecg cttceccttta 1080
gtgagggtta atgcttcgag cagacatgat aagatacatt gatgagtttg gacaaaccac 1140
aactagaatg cagtgaaaaa aatgctttat ttgtgaaatt tgtgatgcta ttgctttatt 1200
tgtaaccatt ataagctgca ataaacaagt taacaacaac aattgcattc attttatgtt 1260
tcaggttcag ggggagatgt gggaggtttt ttaaagcaag taaaacctct acaaatgtgg 1320
taaaatccga taaggatcga tccgggectgg cgtaatagecg aagaggcccg caccgatcge 1380
ccttecccaac agttgecgcag cctgaatgge gaatggacge geccctgtage ggecgcecattaa 1440
gcgeggeggg tgtggtggtt acgegcageg tgaccgctac acttgccage gececctagege 1500
ccgetcecttt cgetttette cettecttte tegecacgtt cgecggettt cccegtcaag 1560
ctctaaatcg ggggctccct ttagggttce gatttagage tttacggcac ctcgaccgceca 1620
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aaaaacttga
attggttata
cataatatgt
ttgactagtt
tteegegtta
ccattgacgt
cgtcaatggg
atgccaagta
cagtacatga
attaccatgg
cggggatttc
caacgggact
cgtgtacggt
agacgccatce
ggccgggaac
tatagagtct
accttatgta
ttctctecac
taattcceccg
acctctagag
catgataaga
ctttatttgt
acaagttaac
ggttttttaa
ggctggcegta
aatggcgaat
gcagcgtgac
cctttetege
ggttecegatt
cacgtagtgg

tctttaatag

tttgggtgat
tagcataaat
acatttatat
attaatagta
cataacttac
caataatgac
tggagtattt
cgccccctat
ccttatggga
tgatgcggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
cacgctgttt
ggtgcattgg
ataggcccac
tcatacacat
aggtgtccac
gggatcctct
tcgacceggg
tacattgatg
gaaatttgtg
aacaacaatt
agcaagtaaa
atagcgaaga
ggacgcgccce
cgctacactt
cacgttcgec
tagagcttta
gccatcgecce

tggactcttg

ggttcacgat
caatattgge
tggctcatgt
atcaattacg
ggtaaatgge
gtatgttcce
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttecctact
ttggcagtac
ccccattgac
tcgtaacaac
tataagcaga
tgacctccat
aacgcggatt
cceccttgget
acgatttagg
tceccaggtec
agggtgaccg
cggcegette
agtttggaca
atgctattge
gcattcattt
acctctacaa
ggcccgeace
tgtagcggeg
gccagcgecce
ggctttecce
cggcaccteg
tgatagacgg

ttccaaactg
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cttcaatatt
tattggccat
ccaatatgac
gggtcattag
ccgectgget
atagtaacgc
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
atcaatgggce
gtcaatggga
tcecgecccat
gctcgtttag
agaagacacc
cceccegtgeca
tcgttagaac
tgacactata
aactgcacct
tttaaaacac
cctttagtga
aaccacaact
tttatttgta
tatgtttcag
atgtggtaaa
gatcgccectt
cattaagcgc
tagcgccege
gtcaagctct
accgcaaaaa
tttttcegece

gaacaacact

ggccattage
tgcatacgtt
cgccatgttg
ttcatagecce
gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggcecgectg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat
tgaaccgtca
gggaccgatce
agagtgacgt
gcggctacaa
gaataacatc
cggttctate
cggtgccacc
gggttaatgce
agaatgcagt
accattataa
gttcaggggg
atccgataag
cccaacagtt
ggcgggtgtg
tccttteget
aaatcggggg
acttgatttg
tttgacgttg

caaccctatce
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catattattc
gtatctatat
gcattgatta
atatatggag
cgacccccege
tttccattga
agtgtatcat
gcattatgee
agtcatcget
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagg
gatcgecctgg
cagcctccege
aagtaccgce
ttaatacata
cactttgcect
gcgattgaat
ggcgcegtggt
ttcgagcaga
gaaaaaaatg
gctgcaataa
agatgtggga
gatcgatccg
gcgcagectg
gtggttacgce
ttctteectt
ctccctttag
ggtgatggtt
gagtccacgt

tcggtectatt

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



cttttgattt
aacaaatatt
tattttectecce
catggectga
accagctgtg
gaagtatgca
ccccagcagg
ccctaactec
gctgactaat
agaagtagtg
acacaacagt
aggttctceg
cggctgcectct
caagaccgac
gctggccacg
ggactggctg
tgccgagaaa
tacctgccca
agccggtett
actgttcgec
cgatgecctge
tggccggetg
tgaagagctt
cgattecgeag
gggttcgaaa
atctttattt
ccgegtatgg
acacccgcca
cagacaagct
gaaacgcgceg
aataatggtt

ttgtttattt

ataagggatt
taacgcgaat
ttacgcatct
aataacctct
gaatgtgtgt
aagcatgcat
cagaagtatg
gcccateeeg
tttttttatt
aggaggcttt
ctcgaactta
gccgettggg
gatgccgeceg
ctgtccggtg
acgggcgtte
ctattgggeg
gtatccatca
ttcgaccacc
gtcgatcagg
aggctcaagg
ttgccgaata
ggtgtggcgg
ggcggcgaat
cgcatcgect
tgaccgacca
tcattacatc
tgcactctcea
acacccgetg
gtgaccgtct
agacgaaagg
tcttagacgt

ttctaaatac

ttgcegattt
tttaacaaaa
gtgcggtatt
gaaagaggaa
cagttagggt
ctcaattagt
caaagcatgc
ccectaacte
tatgcagagg
tttggaggcc
aggctagagc
tggagaggct
tgttcecgget
ccctgaatga
cttgecgeage
aagtgccggg
tggctgatge
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcgecatgec
tcatggtgga
accgctatca
gggctgaccg
tctategecet
agcgacgccc
tgtgtgttgg
gtacaatctg
acgcgcecectg
ccgggagctg
gectegtgat
caggtggcac

attcaaatat
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cggcctattg
tattaacgtt
tcacaccgea
cttggttagg
gtggaaagtc
cagcaaccag
atctcaatta
cgcccagtte
ccgaggccgce
taggcttttg
caccatgatt
attcggctat
gtcagcgcag
actgcaggac
tgtgctcgac
gcaggatctc
aatgcggcgg
tcgcatcgag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggccgce
ggacatagcg
cttecectegtg
tcttgacgag
aacctgccat
ttttttgtgt
ctctgatgece
acgggcettgt
catgtgtcag
acgcctattt
ttttegggga

gtatcegete

gttaaaaaat
tacaatttcg
tacgecggatce
taccttetga
cccaggctec
gtgtggaaag
gtcagcaacc
cgcccattet
ctcggectcet
caaaaagctt
gaacaagatg
gactgggcac
gggcgeccgg
gaggcagcge
gttgtcactg
ctgtcatctce
ctgcatacge
cgagcacgta
caggggctcg
gatctecgtceg
ttttetggat
ttggctaccc
ctttacggta
ttettetgag
cacgatggcc
gaatcgatag
gcatagttaa
ctgctcecegg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgecgeg

atgagacaat
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gagctgattt
cctgatgcgg
tgcgecagecac
ggcggaaaga
ccagcaggca
tcceccagget
atagtcccge
ccgecccatg
gagctattcc
gattcttctg
gattgcacge
aacagacaat
ttctttttgt
ggctatcgtg
aagcgggaag
accttgetece
ttgatcecgge
ctcggatgga
cgccagccga
tgacccatgg
tcatcgactg
gtgatattgc
tcgeegetee
cgggactctg
gcaataaaat
cgataaggat
gccagcecceg
catccgetta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat

aaccctgata
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aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeegeata
tcttacggat
cactgeggece
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccce
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgageg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtce
gcctacatac
gtgtcttacce
aacggggggt
cctacagegt
tceggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecettt
tcatcaccga

ccaggctece

taatattgaa
tttgcggecat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggeg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tcecegtateg
cagatcgcetg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccceg
tgctgecttge
ctaccaactc
cttectagtgt
ctcgetetge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
aacgcgcgag

cagcaggcag

aaaggaagag
tttgecttcee
agttgggtgc
gttttegece
cggtattate
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctagce
cacttctgeg
agcgtgggtce
tagttatcta
agataggtgce
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttececgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
gcagctgtgyg

aagtatgcaa
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tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttcceggeaa
ctcggececett
tcgeggtate
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggcet
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttccecgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
ggctcgacag
aatgtgtgtc

agcatgcatc

caacatttcce
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggecaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagce
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatce
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgecagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtce
aacgcggcect
atccatttaa
agttagggtg

tcaattagte
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gtgtecgeeccet
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcecaa
actggatgga
ggtttattge
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttet
tttgtttgcece
cgcagatacc
ctgtagcacce
gcgataagtce
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
attttcaccg
tggaaagtcc

agcaaccagg
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7140
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tgtggaaagt
tcagcaacca
gcccattete
teggectetg
aaaaagctaa
taggatttta
caaaatatgg
aagtacttcc
atgggtagga
aatatagttc
agtttggatg
gtttggatag
agactctttg
gatttgggga
gaaaaaggca
ttcaagttct
gatccecteg
cggcagtgca
cccgaactge
ccttacttcet
gtaaatataa
ttttagattc
gaaaacctgt
caacattcta
gaattgctaa
atttacacca
gtaaccttta
cacaggcata
ttaatttgta
aatcagccat
cctgaacctg

taatggttac
gcattctagt

cccecaggete
tagtccegece
cgccccatgg
agctattcca
ttcgageteg
tceceegetge
ggattggcaa
aaagaatgac
aaacctggtt
tcagtagaga
atgccttaag
tcggaggcag
tgacaaggat
aatataaact
tcaagtataa
ctgecteceect
cgagttggtt
aatccgtcgg
aggagtgggg
gtggtgtgac
aatttttaag
caacctatgg
tttgctcaga
ctecctccaaa
gttttttgag
caaaggaaaa
taagtaggca
gagtgtctge
aaggggttaa
accacatttg
aaacataaaa

aaataaagca
tgtggtttga

cccagcaggce
cctaactccg
ctgactaatt
gaagtagtga
gtacccccaa
catcatggtt
gaacggagac
cacaacctct
ctccattcct
actcaaagaa
acttattgaa
ttetgtttac
catgcaggaa
tctcccagaa
gtttgaagtc
cctaaagcta
cagctgcetge
catccaggaa
aggcacgatg
ataattggac
tgtataatgt
aactgatgaa
agaaatgcca
aaagaagaga
tcatgctgtg
agctgcactg
taacagttat
tattaataac
taaggaatat
tagaggtttt
tgaatgcaat

atagcatcac
attcggatct
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agaagtatgce
cccatcecge
ttttttattt
ggaggctttt
acttgacggce
cgaccattga
cgaccctgge
tcagtggaag
gagaagaatc
ccaccacgag
caaccggaat
caggaagcca
tttgaaagtg
tacccaggecg
tacgagaaga
tgcattttta
ctgaggctgg
accagcagcg
gcegetttgg
aaactaccta
gttaaactac
tgggagcagt
tctagtgatg
aaggtagaag
tttagtaata
ctatacaaga
aatcataaca
tatgctcaaa
ttgatgtata
acttgcecttta
tgttgttgtt

aaatttcaca

aaagcatgca
ccctaactcc
atgcagaggc
ttggaggcct
aatcctageg
actgcatcgt
ctcegetcag
gtaaacagaa
gacctttaaa
gagctcattt
tggcaagtaa
tgaatcaacc
acacgttttt
tcctetetga
aagactaaca
taagaccatg
acgacctcge
gctatccgceg
tccggatett
cagagattta
tgattctaat
ggtggaatgc
atgaggctac
accccaagga
gaactcttge
aaattatgga
tactgttttt
aattgtgtac
gtgccttgac
aaaaacctce
aacttgttta

aataaagcat

40

tctcaattag
gcccagttecce
cgaggccgec
aggcttttge
tgaaggctgg
cgecegtgtee
gaacgagttc
tectggtgatt
ggacagaatt
tcttgccaaa
agtagacatg
aggccaccte
cccagaaatt
ggtccaggag
ggaagatgct
ggggatgctc
ggagttctac
catccatgcc
tgtgaaggaa
aagctctaag
tgtttgtgta
ctttaatgag
tgctgactcet
ctttececttea
ttgctttget
aaaatattct
tcttactceca
ctttagettt
tagagatcat
cacacctcee
ttgcagctta

ttttttecact
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REIVINDICACIONES

1. Un &cido nucleico de vector linealizado adecuado para expresar al menos un polipéptido de interés en una célula de
mamifero, que comprende

(a) al menos un casete de expresion (POI) adecuado para expresar un polipéptido de interés, donde dicho casete de
expresion comprende el polinucledtido que codifica el polipéptido de interés y comprende al menos un promotor o
elemento promotor/potenciador;

(b) un casete de expresion (MSM) que comprende un gen marcador seleccionable de mamifero, donde dicho gen
marcador seleccionable de mamifero es un gen de resistencia a antibiético y donde dicho casete de expresion comprende
al menos un promotor o elemento promotor/potenciador;

(c) un casete de expresion (MASM) que comprende un gen marcador seleccionable, amplificable de mamifero, donde
dicho casete de expresion (MASM) comprende al memos un promotor o elemento promotor/potenciador; y

(d) un casete de expresion (PSM) que comprende un gen marcador seleccionable procariético;

donde el casete de expresion (POI) esta flanqueado en 5' por el casete de expresion (MASM), el casete de expresion
(MSM) esta situado en 3' respecto al casete de expresion (POIl) y el casete de expresion (PSM) esta situado en 3' del
casete de expresion (MSM), y donde los casetes de expresion (MASM), (POI) y (MSM) estan dispuestos en la misma
orientacion 5' a 3'.

2. El acido nucleico de vector linealizado de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el casete de expresion (POI)
comprende el polinucleétido que codifica el polipéptido de interés.

3. El 4cido nucleico de vector linealizado de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que tiene una o mas de las siguientes
caracteristicas:

i) dicho casete de expresion (MASM) comprende un gen que codifica una dihidrofolato:-reductasa (DHFR)
enzimaticamente funcional;

ii) dicho casete de expresion (MSM) comprende un gen que codifica una neomicina--fosfotransferasa enzimaticamente
funcional y donde dicho casete de expresion (MASM) comprende un gen que codifica una dihidrofolato--reductasa (DHFR)
enzimaticamente funcional;

i) dichos casetes de expresion (POI), (MSM) y (MASM) comprenden un promotor y/o sitio de terminacién de la
transcripcion;

iv) el casete de expresion para expresar el polipéptido de interés (POI) comprende un promotor y/o potenciador mas
potente que los casetes de expresion para expresar los marcadores seleccionables de mamifero;

V) dichos casetes de expresion (POI), (MSM) y (MASM) comprenden un potenciador y/o un intrén;

vi) el casete de expresion (MASM) comprende un intron que esta situado en 3' del gen marcador seleccionable amplificable
de mamifero.

4. El acido nucleico de vector linealizado de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 3, donde el vector
comprende al menos un casete de expresion adicional (POI') para expresar un polipéptido de interés adicional y donde el
casete de expresion adicional (POI') esta situado entre el casete de expresion (POI) y el casete de expresién (MSM) y
donde el casete de expresion (POI') estéd dispuesto la misma orientacion 5' a 3' que los casetes de expresion (POI) y
(MSM).

5. El acido nucleico de vector linealizado de acuerdo con la reivindicaciéon 4 para expresar una molécula de
inmunoglobulina que comprende en cada casete de expresion (POI) y (POI') un polinucleétido que codifica ya sea una
cadena ligera o una pesada de una molécula de inmunoglobulina o fragmentos funcionales de esta, donde cada casete
de expresion (POI) y (POI') comprende uno de dichos polinucleétidos.

6. El 4cido nucleico de vector linealizado de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, donde el casete de expresion (POI)

y/o el casete de expresion (POI') si esta presente comprende un promotor/potenciador de CMV y/o donde los casetes de
expresion (MSM) y (MASM) comprenden un promotor/potenciador de SV40 o un promotor de SV40.
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7. El &cido nucleico de vector linealizado de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 6, donde el acido
nucleico de vector tiene una o mas de las siguientes caracteristicas

i) el gen marcador seleccionable procariético proporciona una resistencia a antibiético, donde dicho antibiético se
selecciona del grupo que consiste en ampicilina, kanamicina, tetraciclina y cloranfenicol;

i) el casete de expresion (PSM) esta dispuesto en la misma orientaciéon 5' a 3' que los casetes de expresion (POI),
(MSM) y (MASM).

8. El acido nucleico de vector linealizado de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 7, donde el vector
de expresion se selecciona del grupo que consiste en

(a) un acido nucleico de vector lineal que comprende los siguientes elementos genéticos en la disposicién indicada,
donde la direccion 5' a 3' se indica mediante la —:

. Promotor del casete de expresion (MASM) (—)
Il Gen que codifica el marcador seleccionable amplificable de mamifero del casete de expresion (MASM) (—)

1. Intrén del casete de expresion (MASM) (—)

V. Sitio de poliA del casete de expresion (MASM) (—)

V. Promotor del casete de expresion (POI) (—)

VI. Intrén del casete de expresién (POI) (—)

VILI. Polinucleétido que codifica un polipéptido de interés, que se inserta en el casete de expresion (POI) (—)

VIII. Sitio de poliA del casete de expresion (POI) (—)

IX. Promotor del casete de expresion (POI') (—)

X. Intrén del casete de expresién (POI') (—)

XI. Polinucleétido que codifica un polipéptido de interés adicional, que se inserta en el casete de expresion
(POI") (=)

XIl. Sitio de poliA del casete de expresion (POI') (—)

XIII. Promotor del casete de expresion (MSM) (—)

XIV. Gen que codifica el marcador seleccionable de mamifero del casete de expresion (MSM) (—)

XV. Sitio de poliA del casete de expresion (MSM) (—)

XVI. Casete de expresion PSM (—) o («);

(b) un acido nucleico de vector como el que se muestra como la Seq. ID No. 1 o Seq. ID No. 16 o un derivado de
estas, que comprende la misma disposicion de elementos genéticos.

9. Una célula hospedadora de mamifero que comprende un acido nucleico de vector linealizado de acuerdo con al
menos una de las reivindicaciones 1 a 8.

10. La célula hospedadora de mamifero de acuerdo con la reivindicacién 9, donde el acido nucleico de vector
linealizado esta integrado de forma estable en el genoma de la célula hospedadora de mamifero.

11. Un método para producir una célula hospedadora de mamifero que expresa un polipéptido de interés, que

comprende transfectar de forma estable una célula hospedadora de mamifero con el acido nucleico de vector linealizado
de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 8.
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12. El método de la reivindicacion 11, que comprende linealizar un vector circular antes de la transfeccion para
proporcionar el acido nucleico de vector linealizado de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 8, donde el
vector circular comprende un sitio de restriccion para la linealizacién predefinido, preferentemente Unico, que esta situado
en la forma circular del vector entre los casetes de expresion (PSM) y (MASM).

13. Un método para producir un polipéptido de interés, comprendiendo dicho método cultivar al menos una célula
hospedadora de mamifero de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10 o una célula hospedadora de mamifero obtenida de
acuerdo con la reivindicacion 11 o 12 en un medio de cultivo celular en condiciones que permitan la expresion de dicho
polipéptido de interés.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 13, que tiene una o mas de las siguientes caracteristicas:

i) el método comprende

- aislar el polipéptido de interés a partir de dicho medio de cultivo celular y/o a partir de dicha célula hospedadora
- procesar el polipéptido de interés aislado;

i) dicho polipéptido de interés se secreta en el medio de cultivo celular y el método comprende aislar el polipéptido
de interés a partir del medio de cultivo celular.
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